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 Muito têm-se especulado sobre a utilização dos agaves para a produção de biomassa em 
áreas marginais, principalmente, por sua alta produtividade em áreas de baixa pluviosidade, 
tolerância a seca e baixos teores de lignina. A agaveicultura brasileira ocupa uma extensa área 
de solos pobres em nutrientes na região semiárida do Nordeste, onde, muitas vezes, é a única 
alternativa de cultivo com resultados econômicos satisfatórios. Os agaves oferecem uma 
oportunidade para o estudo de um largo espectro de mecanismos de resistência à seca e altas 
temperaturas, que incluem desde adaptações nas raízes até o seu Metabolismo Ácido 
Crassuláceo (CAM), o mecanismo fotossintético mais eficiente em uso de água; e aparecem 
como um importante modelo para a criação de soluções agronômicas associadas às mudanças 
climáticas e bioenergia.  Neste contexto, o presente trabalho gerou atlas transcriptômicos de 
folha, caule e raiz de Agave sisalana, Agave fourcroydes e do Híbrido 11648 (A. amaniensis x 
A. angustifolia) em condições de campo, identificando, pela primeira vez, os genes relacionados 
a parede celular e mecanismos comuns de tolerância a seca através da comparação entre análises 
químicas e expressão gênica. Os dados levantados contribuem para o entendimento da biologia 
molecular de espécies CAM de alta produtividade e poderão auxiliar o melhoramento genético 
desta tão importante cultura do semiárido. 
 
  






 A lot of speculation has been made about the use of agaves for biomass production in 
marginal areas, mainly because of its high productivity in low rainfall areas, drought tolerance 
and low lignin content. Brazilian agave-culture occupies a large area of nutrient-poor soils in 
the Northeast's semiarid region, where it often shows itself as the only growing crop alternative 
with satisfactory economic results. Agaves provide an opportunity for the study of a broad 
spectrum of resistance mechanisms to drought and high temperatures, ranging from adaptations 
in the roots to the crassulacean acid metabolism (CAM), a highly water-use efficient 
photosynthetic mechanism; and appear as an important model for the creation of agronomic 
solutions associated with climate change and bioenergy. In this context, the present work 
generated transcriptomics atlases of Agave sisalana, Agave fourcroydes and Hybrid 11648 (A. 
amaniensis x A. angustifolia) under field conditions, identifying, for the first time, the genes 
related to cell wall and common mechanisms of drought tolerance through the comparison 
between chemical analysis and gene expression. The data collected contribute to the 
understanding of the molecular biology of high-yielding CAM species and may help the 
breeding process of this important semiarid culture. 
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 Estima-se que até 2050 a população mundial alcance 9 bilhões. Consequentemente, a 
demanda por produtos agrícolas para alimentação, produção de fibras, combustíveis irá crescer, 
assim como a necessidade por novas áreas de cultivo e fertilizantes. Será necessário produzir 
mais biomassa com recursos mais limitados. Além disso, estima-se que 40% das áreas terrestres 
são áridas, semiáridas ou secas semiúmidas, com precipitação anual inadequada para o cultivo 
de muitas culturas C3 ou C4. Ademais, plantas CAM (Metabolismo Ácido Crassuláceo) 
poderiam ser usadas para a produção sustentável em terras irrigadas usando até 80% menos 
água para produzir quantidades similares de biomassa em comparação com espécies C3. 
Projeções sobre o aquecimento global sugerem que poderá haver aumento gradual na 
severidade e frequência de condições climáticas extremas, incluindo temperaturas maiores e 
secas mais intensas (CUSHMAN 1996, KEELEY 2003, BORLAND 2009, 2014). 
 Agaves oferecem uma oportunidade para o estudo de um largo espectro de mecanismos 
de resistência à seca e altas temperaturas, que incluem desde adaptações nas raízes até o sistema 
CAM, e aparecem como um importante modelo para a criação de soluções agronômicas 
associadas às mudanças climáticas. Além disso, agaves melhorados para fibras possuem altos 
teores de celulose e baixos teores de lignina que aliados com suas adaptações a ambientes áridos 
levantam um grande potencial para a produção de energia lignocelulósica em áreas marginais 
(WINTER 1996, KEELEY 2003, BORLAND 2009, 2014, DAVIS 2015). 
 No Brasil, a agaveicultura tem grande importância social e econômica, sustentando uma 
região em que agricultura enfrenta muitos desafios e gerando aproximadamente 850 mil 
empregos diretos e indiretos. O cultivo concentra-se, geralmente, em áreas de pequenos 
produtores, com predomínio do trabalho familiar, sendo, portanto, importante agente de fixação 
do homem à região semiárida nordestina. Atualmente, após o desfibramento, 96% do material 
colhido é despejado de volta ao campo. Este “bagaço” desperdiçado é rico em celulose, 
hemicelulose, pectina, manitol, ácido succínico, flavonóide kaempferol e saponinas que podem 
ser convertidos em combustíveis e em produtos de alto valor agregado, como fármacos e 
celulose nanocristalizada. A exploração destes recursos abandonados na colheita poderia ajudar 
a criar empregos e desenvolver a região. Apesar da importância do sisal para o país, o Brasil 
ainda é carente de publicações científicas que tratem o assunto de forma abrangente e 




SINDIFIBRAS, 2012, SILVA 2012, LACERDA 2012, CFC 2012, DELLAERT 2014, 
SANTOS 2015).  
 
2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
 
2.1. Histórico e importância econômica 
 O gênero Agave é composto por um amplo e distinto grupo de plantas herbáceas perenes, 
geralmente monocárpicas, que ocupam regiões semidesérticas do hemisfério ocidental. São 
conhecidas por volta de 250 espécies, cujo o centro natural de dispersão geográfica compreende 
Sudoeste dos Estados Unidos, México, América Central, Norte da América do Sul e Antilhas 
(MEDINA 1954, DAVIS 2015). 
 Diversas espécies são cultivadas comercialmente tanto para produção de fibras quanto 
para bebidas alcoólicas. Entre os Agaves cultivados para obtenção de fibras, a espécie mais 
utilizada desde 1954 é Agave sisalana (Sisal) (MEDINA 1954, DAVIS 2015).  
 O Agave sisalana é originário da península de Yucatan no México e seu nome popular 
é derivado do porto de Sisal, local onde as primeiras exportações da fibra foram feitas. Contudo, 
supõe-se que todo o material amplamente disseminado pelo globo é proveniente das mudas 
introduzidas pelo cônsul norte-americano em Campeche, Dr. Henry Perrine, no sul da Flórida, 
Estados Unidos, em 1834 (MEDINA 1954, 1959). 
 Outras espécies de destaque para a produção de fibras são o Agave fourcroydes 
(Henequem) e o Híbrido 11638 (A. amaniensis x A. angustifolia). Considerado mais resistente 
à seca, mais produtivo que Sisal e melhor adaptado ao semiárido brasileiro, o Henequem é a 
segunda espécie de Agave mais cultivada. Entretanto a presença de espinhos nas margens das 
folhas constitui séria desvantagem na colheita e torna a espécie uma escolha impopular entre 
os agricultores (MEDINA 1954, SUINAGA 2007).  
 O Híbrido 11648 foi desenvolvido a partir do cruzamento entre o Agave amaniensis 
(Sisal Azul) e o Agave angustiolia. Espécie de origem desconhecida, Agave amaniensis foi 
encontrado em uma área abandonada da East Africa Agricultural Research Station em Amani 
(Tanzânia) em 1929. O Sisal Azul ganhou popularidade no local por seu crescimento rápido e 
produção de folhas longas e pesadas contendo fibras de maior qualidade (MEDINA 1954). 




folhas. De acordo com Medina 1954, A. angustifolia é capaz de produzir o dobro número de 
folhas e três vezes mais rápido que A. sisalana. Contudo, tais folhas são curtas, leves e com 
baixo teor de fibras.  O Híbrido 11638 é o segundo genótipo mais plantado no Brasil, sendo 
considerado menos susceptível a podridão vermelha do tronco (Doença mais importante da 
cultura), mais rustico e produtivo que o Sisal comum, é a variedade híbrida mais importante 
para a produção de fibras (MEDINA 1954, MEDINA 1959, CLINTON 1963, SALGADO 
1979, MOREIRA 1999, SUINAGA 2007, ALVARENGA JÚNIOR 2012, RAMOS 2014). 
 Atualmente, o Brasil é o principal produtor e exportador mundial da fibra de sisal, 
respondendo por 58% da produção e 70% da exportação global. A agaveicultura brasileira 
ocupa uma extensa área de solos pobres em nutrientes na região semiárida do Nordeste, onde, 
muitas vezes, é a única alternativa de cultivo com resultados econômicos satisfatórios. Este 
sucesso deve-se principalmente ao Metabolismo ácido crassuláceo, o mecanismo fotossintético 
mais eficiente em uso de água. Nos últimos anos tem se observado queda na produção desta 
cultura devido a dois grandes fatores: (i) rendimento baixo do material colhido, apenas 4% da 
folha é convertida em fibra comercial, e (ii) maior competitividade das fibras sintéticas. De 
acordo com Suinaga 2007, a produtividade média de Agave sisalana é 352,80 kg de fibras 
secas/ha, considerando que 96% das folhas não aproveitáveis para produção de fibras, é 
possível afirmar que 8,4672 Mg/ha de bagaço de sisal é produzido. Este material desperdiçado 
é rico em carboidratos solúveis e estruturais além de outros compostos de interesse industrial. 
Este cenário aliado às adaptações ao ambiente destas plantas e as novas tecnologias para 
produção de etanol, permitem uma oportunidade singular para a produção de energia renovável 
em áreas marginais (VERDE 2007, SOMERVILLE 2010, SINDEFIBRAS 2012, LACERDA 
2012, DAVIS 2015, LEÃO 2016). 
 
2.2. Agave spp. como fonte de bioenergia 
 Diferentes abordagens foram propostas para a utilização dos Agaves como insumo para 
bioenergia. O primeiro modelo de produção de biocombustível baseado em Agave é análogo 
ao utilizado pela indústria de etanol dos USA (baseada em milho) e do Brasil (baseada em cana-
de-açúcar). Nele, são extraídos os açúcares simples e os polissacarídeos (frutanos) que se 
acumulam na base do caule dos agaves que tradicionalmente são utilizados para produção de 
bebidas, como tequila (Agave tequilana) e pulque ou mescal (Agave mapisaga, Agave salmiana, 
Agave americana, Agave fourcroydes, entre outros) para obtenção de etanol de primeira 




mostrou pouco viável tendo em vista que o valor comercial das bebidas alcoólicas é muito 
superior ao do álcool combustível, além da sua baixa produtividade (NOBEL 2009, YANG, X., 
2015, DAVIS 2010 2015, HOLTUM 2011, ESCAMILLA-TREVIÑO 2011).   
 Outra alternativa proposta foi a queima dos resíduos sólidos da produção dos Agaves 
para obtenção de vapor ou energia elétrica (MEDINA 1954; CHÁVEZ-GUERRERO 2010). 
Contudo, a alternativa que se apresenta como mais vantajosa e com melhores perspectivas 
futuras é a utilização dos Agaves para produção de biomassa para biocombustíveis em sistema 
de Biorrefinaria, onde além de combustível, são produzidos diversos produtos químicos e 
energia (DAVIS 2011, GARCIA-MOYA 2011, ESCAMILLA-TREVIÑO 2012, JONG 2015). 
 As novas tecnologias de etanol de segunda geração permitem usar polissacarídeos 
estruturais para produzir bioetanol, o que significa converter as celuloses e hemiceluloses em 
açúcares fermentáveis por hidrólise ácida ou enzimática. A composição da parede celular de 
Agave varia entre as espécies, por exemplo, folhas de Agave fourcroydes apresentam 78% de 
celulose, 5-7% de hemicelulose e 13% de lignina, enquanto A.sisalana possuem 43%, 32% e 
15% de celulose, hemicelulose e lignina, respectivamente. Quando comparados com outras 
culturas como cana-de-açúcar (40% celulose, 21,5% hemicelulose e 27,5% lignina) e eucalipto 
(47,5% celulose, 24,5% hemicelulose, 28% lignina e 13,4% xilanas), a parede celular de Agave 
tem aspectos interessantes do ponto de vista industrial, especialmente considerando os níveis 
de celulose e lignina (BORDLAND 2009, DAVIS 2011, SANTOS 2012, LEÃO 2016). 
 Além disso, os Agaves têm potencial para atingir produtividades impressionantes 
podendo ser comparadas a outras plantas candidatas para produção de bioenergia (Tabela 1), 
como é o caso de A. mapisaga e A. salmiana cujas  produtividades ótimas são compatíveis com 
espécies C3 de alto rendimento como as do gênero Eucalyptus e com algumas espécies C4 
como Miscanthus giganteus e Zea mays. Já os Agaves utilizados para produção de fibras 
encontram-se produtividades são mais modestas, porem ainda interessantes. Existe muito 
debate sobre a produtividade máxima de várias espécies vegetais, em especial espécies CAM 
de alta performance, principalmente devido a baixa quantidade de estudos feitos com estas 
culturas,  entre os poucos estudos reportados na literatura estão Davis 2015 e Nobel 1985 que 
estimam-se a produtividade máxima de A. sisalana e A. fourcroydes por volta de 15 Mg ha-1 yr-
1 de massa seca  e Somerville 2010 que reporta campos de produção de A. sisalana na Tanzânia 
onde o rendimento anual de folhas é de 58 Mg ha-1 yr-1 de material verde. Mais estudos serão 
necessários para que se possa entender o potencial real desta cultura, contudo, os agaves desde 





Cultura / Espécie Rota Produtividade (Mg/ha-1) Local Referência 
Agave salmiana CAM 42 MX Nobel 1992 
Agave mapsiaga 
 
38 MX Nobel et al. 1992 
Agave deserti 
 
7 US Nobel et al. 1986 
Agave fourcroydes 
 
15 MX Nobel et al. 1985 
Agave tequilana 
 
25 MX Nobel 1987 
Agave sisalana 
 
14,5 nd Davis et al. 2015 
Opuntia ficus-indica 
 
47 - 50 CL, MX Nobel 2010 
Ananas comosus 
 
35 US Nobel 2010 
Triticom aestivum C3 30 US Loomis et al. 1975 
Medicago sativa 
 




40 MY Cooper 1975 
Pinus radiata 
 
34 - 38 NZ Miller 1971; Madgwick 1981 
Cryptomeria japonica 
 
44 JP Kira 1975 
Eucalyptus globulus 
 
40 PT Jarvis & Leverenz 1983 
Eucalyptus grandis 
 
41 ZA Schonau & Pennefather 1975 
Populus spp. 
 
5 - 11 nd Somerville et al. 2010 
Cynodon plectostachyus C4 37 US Loomis et al. 1975 
Pennisetum purpureum  70 SV, US Loomis et al. 1975; Loomis et al. 
1983 
Saccharum officinarum  64 – 67 AU, US Evans 1975; Loomis et al. 1975; 
Beadle et al. 1985 
Miscanthus giganteus  15 – 40  nd Somerville et al. 2010 
Sorghum bicolor  47 US Loomis et al. 1975 
Panicum virgatum var. Alamo  11 – 20  US Cassida et al. 2004 
Zea mays  36 – 40  IT, US Cooper 1975; Loomis et al. 1975 
 
2.3. Metabolismo ácido crassuláceo 
 Metabolismo ácido crassuláceo (MAC ou CAM, em inglês) é um mecanismo de 
concentração de carbono inorgânico regulado temporalmente que maximiza a eficiência no uso 
de água mudando a absorção de CO2 para o período noturno, onde a taxa de evapotranspiração 
é menor que quando comparada ao dia (WINTER 1996, KEELEY 2003, BORLAND 2009; 
BORLAND 2014).  
 Tradicionalmente CAM pode ser separado em 4 fases. Fase I é o período de alta 
condutância estomática e entrada e assimilação noturna de CO2 associando-o com 
phosphoenolpiruvato (PEP) pela PEPCarboxilase e formando oxalacetato (OAA). Em seguida, 
OAA é reduzido a malato pela NADP-matalo desidrogenase (NADP-MD) e estocado em 
vacúolos como ácido málico. A fase II é a transição entre a carboxilação noturna pela PEPC 
Tabela 1. Produtividade ótima de biomassa acima do solo para cada rota fotossintética. 
Adaptado de Nobel 2009, Escamilla-Traviño et al. 2010 e Davis et al. 2015. *Produtividade em Mg ha-1 yr-1 e  





para a carboxilação diurna mediada pela Rubisco enquanto a radiação solar aumenta 
gradualmente pela manhã. Fase III é o período em que acontece fotossíntese, a entrada de CO2 
externo cai a zero, e que a descarboxilação do ácido málico pela NADP-MD ou pela PEP 
carboxikinase (PEPCK) cria uma bomba de CO2 que potencialmente reduz a fotorrespiração, 
um processo que reduz em até 40% da eficiência fotossintética em plantas C3. Os compostos 
de três carbonos liberados pela descarboxilação do malato (piruvato ou PEP) são convertidos 
em carboidratos que vão se acumulando até o fim do período de luz. A fase IV ocorre ao final 
do dia, quando a absorção de CO2 atmosférico recomeça como um resultado do esgotamento 
dos ácidos orgânicos acumulados durante a noite, consequentemente a condutância estomatal e 
a transpiração também são retomadas (WINTER 1996, KEELEY 2003, BORLAND 2009, 
BORLAND 2014).  
 CAM surgiu através de origem evolutiva múltipla e independente em pelo menos 343 
gêneros dentro de 36 famílias de plantas representando >6% de espécies de plantas superiores. 
Todas as enzimas necessárias para a via CAM são derivadas de genes essenciais para o 
metabolismo fotossintético. As mudanças principais necessárias para a evolução de C3 a CAM 
foram ajustes espaciais e temporais na expressão gênica. A otimização e coordenação entre 
fixação noturna de CO2, descarboxilação diurna do malato e comportamento estomático 
invertido são controlados pelo relógio circadiano endógeno. Um controle temporal rígido em 
espécies CAM é necessário para evitar um ciclo desordenado em que ocorreria simultânea 
fixação de CO2 e descarboxilação de malato. Um estudo comparativo entre Arabdopsis thaliana 
e Agave americana identificou 584 genes com padrão de expressão similar e 641 genes com 
padrão de expressão oposto durante o ciclo completo de 24h. Além disso, o mesmo estudo 
revelou que 82% (31.126) dos transcritos foram expressos constitutivamente durante todo o 
ciclo dia/noite, o que significa que 18% ou menos dos genes poderiam estar envolvidos no 
CAM. A identificação dos genes principais envolvidos com a regulação da fotossíntese CAM 
é um passo crucial para a engenharia genética do metabolismo crassuláceo ácido para melhorar 
a eficiência do uso da água em culturas C3 e C4 (WILKINS 1992; HARTWELL 2005, 
BORDLAND 2014, ABRAHAM 2016).   
 
2.4. Recursos Genéticos 
 O gênero Agave é rico em diversidade genética, são plantas alógamas que possuem 
ploidia variável, inclusive dentro da mesma espécie, de 2n até 8n (n=30) e hibridação é comum 




complexidade do genoma dos híbridos. Além disso, maior número de cromossomos é 
encontrado em espécies com folhas maiores e fibra mais densa e segundo Tamayo-Ordóñez 
2016 os agaves com maior ploidia tem melhor adaptação ao estresse que suas versões diploides 
ou triploides. Cultivares híbridas triploides ou pentaploides costumam ser estéreis o que acaba 
forçando a propagação vegetativa dos materiais. Dentre as espécies utilizadas para produção de 
fibras, A. sisalana foi reportado como sendo pentaploide (2n=5x=147), o Híbrido 11648 como 
sendo diploide (2n=5x=147) e o Agave fourcroydes sendo encontrado em versões tri e 
pentaploide (2n=3x=90; 2n=5x=150). Pouca pesquisa básica foi feita sobre estas espécies e 
seus híbridos, tanto no Brasil quanto no mundo, principalmente ao nível molecular, entre os 
principais motivos para esta situação estão: (i) falta de conhecimento genético básico; (ii) 
tamanho do genoma, estima-se que os Agaves tenham entre 2940 e 4704Mpb de DNA; (iii) 
longos ciclos de vida (5-12 anos) (MOREIRA 1999, ROBERT 2006, SIMPSON 2011, RAMOS 
2014, DAVIS 2015, TAMAYO-ORDÓÑEZ 2016).  
 Embora existam bons modelos, como Mesembryanthemum crystallinum e Kalanchoe 
fedtschenkoi, que contribuem com grandes avanços na compreensão de CAM, eles são 
filogeneticamente distantes de espécies CAM de alta produtividade como Agave. A analise 
compreensiva de transcriptômica, proteômica e metabolômica de espécies CAM de alta 
performance é um passo importante para maximizar o potencial dessas plantas como insumos 
para biocombustíveis (BORLAND 2014). 
  Apesar de dados de DNA-Seq de Agave tequilana terem sido gerados, até agora não há 
genoma de referência publicado na literatura. Apenas quatro estudos sobre expressão gênica de 
Agave foram publicados e, com exceção de Abraham 2016, esses estudos não trouxeram 
resultados significativos devido a dificuldade com experimentação. A falta de informação 
genética básica e ferramentas, como marcadores moleculares e metodologias de transformação 
eficientes, é a principal dificuldade para melhorar esta cultura tanto por melhoramento clássico 
quanto por biotecnológico. Neste contexto, evidencia-se a necessidade de explorar genes 
funcionais para que se possa caracterizar fisiologicamente e otimizar o melhoramento de 
variedades (DAS 1992, NIKAM 1997, GONZÁLEZ 2003, FLORES-BENITEZ 2007, 
TEJAVATHI 2007, SIMPSON 2011, ZHOU 2012, GROSS 2013, SHAKEEL 2013, 
ABRAHAM 2016). 
 Sendo assim, neste projeto propomos explorar os mecanismos relacionados à resistência 
à seca e produção de biomassa em Agave spp. por meio de análise comparativa de diferentes 






 Identificar possíveis genes funcionais de Agave spp. relacionados à resistência à seca e 
formação de biomassa a partir de análises transcriptômicas e químicas. 
 
4. MATERIAIS E METODOS 
 
4.1. Material vegetal e condições de cultivo  
 Amostras de A. sisalana, A. fourcroydes e Híbrido No 11648 (A. amaniensis x A. 
angustifolia) foram coletadas a partir do banco de germoplasma de sisal pertencente a Embrapa 
Algodão em Monteiro-PB (Figura 1). Para todos os genótipos, foram amostrados folha (fração 
central), caule e raiz de três plantas adultas, com aproximadamente 7 anos de idade e cultivadas 
no mesmo campo. Todos as amostras foram coletadas de plantas aparentemente saudáveis e 
perto do meio dia, representando o pico máximo da Fase III de CAM. Para os experimentos de 
RNAseq (Item 4.2) todos os tecidos foram utilizados, enquanto para as análises químicas apenas 
folhas e caule foram considerados, todas amostras foram maceradas em moinho de bola por 7 
minutos e as amostras para análise química foram liofilizadas.  
 
 
 A Estação Experimental de Monteiro-PB (7º 53' de latitude Sul, 37º 07' de longitude 
Oeste, 619 m de altitude), onde fica localizado o banco de germoplasma, tem solo classificado 
Figura 1. Os três genótipos de Agave spp. coletados em Monteiro-PB.  Amostras de folha, caule e 





como luvissolo bruno, não cálcico e com fase pedregosa; e clima semiárido (BS, de acordo com 
o sistema Köppen) (KÖPPEN 1936, BRASIL 1972). Dados pluviosidade da rede do Instituto 
Nacional de Meteorologia do Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (Figura 2) 
revelam que o município de Monteiro sofre com uma longa estiagem, não ultrapassando os 
150mm de pluviosidade desde abril de 2014 até a dada da coleta. De acordo com Verheye 
(2009), a região apresenta sérios risco de desertificação e as pluviosidades encontradas 
corroboram com está hipótese, já que a precipitação anual tem se aproximado dos padrões 
considerados para regiões áridas (80-150 mm no regime de chuvas de inverno a 200-350 mm 
no regime de chuvas de verão) (VERHEYE 2009). Cabe ressaltar que o cultivo do banco não é 
feito com irrigação.  
 
 
4.1.1. Perfil de carboidratos não estruturais 
 Para a quantificação e identificação dos carboidratos não estruturais foi utilizada a 
metodologia de Freschi 2010. Os carboidratos Rhamnose, Ribose, Frutose, Pinitol, Galactose, 
Manitol, Sorbitol, Glicose, Sacarose, Maltose, Trehalose, Melibiose e Rafinose foram 
quantificados por cromatografia gasosa (Hewlett-Packard® 6890) conectada a um 
espectrômetro de massas (Hewlett-Packard® modelo 5973). A condição inicial de corrida foi 
de 95°C durante 2 min, seguido por gradiente até 320°C a 8°C min−1. A coluna utilizada para a 
separação foi uma HP-1701 (30 m, I.D. 0,25 mm, 0,5 μm), com hélio como gás transportador, 
com um fluxo de 4 mL min−1. A concentração endógena dos metabólitos foi obtida por 
Figura 2. Precipitação mensal (mm) do município de Monteiro – PB de janeiro de 1995 à julho de 





comparação dos cromatogramas com padrões comerciais. Todas as medidas foram feitas com 
4 replicas técnicas e três biológicas. Além disso, foi utilizado um padrão interno (Phenyl-B-
Glucopiranosido) para normalização dos dados. 
  Para que se fosse possível quantificar os polímeros de frutose nas amostras, adicionou-
se, após a extração, uma etapa de hidrolise térmica em água (80°C por 30h). A concentração de 
frutanos foi estimada a partir da diferença entre o protocolo inalterado com o com a etapa 
adicional. De acordo com Michel-Cuello 2008, em Agave salmiana (Mezcal) a concentração 
de frutose se torna saturada após 30h de tratamento térmico a 80°C. A hidrólise térmica dos 
frutanos foi testada através do ensaio de DNS (Miller 1959).  
 
4.1.2. Hidrolise enzimática  
 Para verificar o potencial de sacarificação e acessibilidade da biomassa de Agave foi 
realizada uma hidrólise enzimática simples.  Os ensaios de hidrólise enzimática foram feitos 
seguindo o protocolo de Bragatto 2012 com as modificações de Lepikson-Neto 2014.  A enzima 
celulase C2730 (Sigma) foi utilizada e os resultados em concentração de açúcares redutores 
foram obtidos através de ensaio usando DNS (Miller 1959) como sugerido por Lepokson-Neto 
2014. Para comparação, foi adicionada uma amostra de Cana Energia (US59-6) processada da 
mesma maneira. 
 
4.1.3. Determinação de Carboidratos Estruturais e Lignina em Biomassa 
 Celulose, hemicelulose, lignina, extrativos e cinzas foram quantificadas de acordo com 




4.2.1. Extração de RNA  
 O RNA total foi extraído de acordo com o protocolo descrito por Zeng 2002, com as 
modificações propostas pelo Le Provost 2003. Em primeiro momento a qualidade e a 
concentração do RNA obtido foram verificados usando o espectrofotômetro Nanodrop 2000 




Assay Kit (Thermo Scientific) e analisadas com HT RNA LabChip® Kit (Caliper Life Sciences, 
Hopkinton, MA). 
 
4.2.2. Preparo de bibliotecas e Sequenciamento 
 As bibliotecas de mRNA foram preparadas usando o kit KAPA Stranded m RNA-Seq 
(07962193001) para plataforma Illumina seguindo o protocolo do fabricante. Para melhores 
condições de montagem (assemble), insertos de 150-180bp foram gerados alterando a etapa de 
fragmentação para 7min a 94ºC. Para o preparo de cada biblioteca, 1000ng de RNA total foi 
utilizado como material de partida e o número de ciclos da PCR variou de acordo com as 
amostras. 
 Como as amostras coletadas no campo apresentavam um certo grau de degradação, 
adicionou-se dois ciclos extras de amplificação, totalizando 14 ciclos da PCR. Além disso, para 
evitar a formação de dímeros de adaptadores nas amostras, utilizou-se 25nM destes ao invés 
dos 50nM recomendados pelo protocolo e uma lavagem extra de beads com razão 0,9 foi feita 
após a amplificação. 
 As bibliotecas foram separadas em pools com tamanho médio de fragmento de 300-
350bp e molaridade de 15nM. As 27 bibliotecas do experimento de campo foram separadas em 
dois pools, um contendo 15 bibliotecas e o outro com 12.  
 O sequenciamento foi feito pelo sistema Illumina Hiseq 4000 e cada pool correu em 
uma única lane gerando reads paried-ends de 50bp. Todos os procedimentos acima descritos 
foram feitos na High Throughput Sequencing Facility da Universidade da Carolina do Norte 
em Chapel Hill. 
 
4.2.2.1. Montagem de novo dos transcritos  
Após o recebimento das sequências, utilizou-se o software FastQC 
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) para a análise de qualidade. Em 
seguida, os transcriptomas foram montados com auxílio do software Trinity de acordo com o 
protocolo de Grabherr 2011 e as ORFs (Open Reading Frames) foram preditas pelo programa 
Transdecoder (HAAS 2013). Optou-se por selecionar as ORFs com tamanho mínimo de 300 




alinhados (read count) e TPM (Transcripts per Kilobase Million) em cada transcrito por 
biblioteca foram calculados com auxilio do software kallisto (BRAY 2016). Uma vez que que 
a métrica TPM leva em consideração o número de reads alinhados dentro de uma região 
transcrita dividida pelo tamanho do transcrito e pelo total de reads sequenciados em uma 
condição experimental, foi possível somar os valores de TPM das diversas isoformas de um 
gene, gerando o valor de expressão para cada lócus em cada biblioteca de RNAseq amostrada 
pelo transcriptoma, e após normalização, descartar genes pouco expressos (TPM do lócus < 1 
em todas as bibliotecas). Foi escolhido um transcrito representante de cada lócus se baseando 
no tamanho da ORF (maior ORF foi a escolhida) e na expressão TPM> 1 em pelo menos uma 
biblioteca. 
 Por fim, realizou-se uma análise de clusterização para cada espécie, representada 
graficamente em heatmaps, usando correlação de Pearson entre amostras. Para tal foi 
determinado um valor de TPM > 1 para considerar a isoforma como sendo expressa. 
 
4.2.2.2. Análise de Ortólogos 
 Com o objetivo de avaliar as diferenças entre as montagens dos genótipos, utilizou-se 
uma abordagem de comparação através de genes ortólogos presentes em cada montagem, 
utilizando o software OrthoMCL (LI 2003). Como input, utilizou-se as sequencias de 
nucleotídeos dos transcriptomas. A partir desses resultados, foi utilizado script em Perl para 
separar quais ortólogos pertenciam a cada espécie e gerar um diagrama de Venn 
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). 
 
4.2.2.3. Análise de Expressão diferencial 
 Os transcriptomas de cada espécie/tecido foram submetidos a análises estatísticas para 
detecção dos transcritos diferencialmente expressos entre as amostras utilizando-se o software 
sleuth (PIMENTEL 2017), baseado no bootstrapping em conjunto com métodos de modelagem 
linear de erro para inferência estatística. Em sequência, foram realizadas análises de expressão 
diferencial entre os tecidos de cada espécie com comparações dois a dois (Folha X Raiz, Folha 





4.2.2.4. Anotação funcional e enriquecimento  
A anotação funcional foi feita pelo programa PANNZER2 (TÖRÖNEN 2018), que utiliza o 
Uniprot (banco de dados de proteínas curado manualmente) (UNIPROT 2017), para uma 
anotação unificada, incluindo proteínas sem função, como também para a atribuição de 
ontologia de gene (Gene Ontology process). Para a análise de enriquecimento, foi utilizado o 
pacote R topGO (ALEXA 2016). 
 
5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1. Perfil de carboidratos não estruturais 
 
5.1.1. Quantificação de Açúcares Redutores e Estimativa dos polímeros de 
frutose por ensaio de DNS 
 Os ensaios com DNS revelaram diferenças significativas entre as espécies e tecidos de 
Agave. As maiores concentrações de açúcares solúveis foram encontradas em folhas 
independentemente do genótipo testado. A. fourcroydes e o híbrido 11648 se destacaram por 
conter os maiores teores de açúcares solúveis, contudo os perfis obtidos nestas espécies foram 
contrastantes. Para A. fourcroydes 26.41% dos açúcares detectados eram açúcares redutores, 
enquanto a mesma categoria no híbrido, representa 76,11% dos carboidratos não estruturais. De 
acordo Mancilla-Margalli 2006, nas espécies de Agave os frutanos são os principais 
carboidratos solúveis em água, representando mais de 60% do total de carboidratos solúveis, o 
que foi coerente com os dados obtidos para folha e caule de A. fourcroydes e folha de 
A.sisalana, contudo ao contrário do esperado os açúcares redutores representaram mais de 60% 
dos carboidratos não estruturais obtidos por esta análise para o Híbrido 11648 e para o caule de 
A. sisalana. Devido a falta de informação disponível na literatura sobre o Híbrido 11648, é 
difícil supor explicações para este comportamento, entretanto é possível que o Híbrido esteja 
utilizando suas reservas de açúcares ou que apenas acumule menos frutanos que os demais 
genótipos. Cabe ressaltar isto poderia representar alguma reestruturação do metabolismo em 








5.1.2. Cromatografia gasosa acoplada espectrômetro de massas 
 A análise feita por GCMS detectou em folha e caule de todos os seguintes açúcares: 
frutose, glicose, sacarose e rafinose. Dentre eles, rafinose foi o carboidrato mais abundante entre 
as espécies e tecidos testados. Rafinose é um oligossacarídeo relacionado com estresse 
osmótico e estresse oxidativo, em condições de seca rafinose atua como osmólito compatível 
evitando a perda de água para o ambiente (BUCHANAN 2015, SENGUPTA 2015). Já no 
estresse oxidativo, segundo Nishizawa 2008, este trissacarídeo atua como coletor das espécies 
reativas de oxigênio. A presença elevada da rafinose pode indicar uma reação ao período de 
seca prolongada que o banco de germoplasma em Monteiro resiste. Curiosamente não foram 
encontradas diferenças significativas (Teste T) entre as amostras para este açúcar, esperava-se 
encontrar mais deste carboidrato em tecidos de interface da planta com o ambiente como em 
folha, entretanto,  o metabolismo de carboidratos é muito dinâmico, é possível que rafinose 
possa estar mais presente em folha durante o período noturno quando os agaves abrem seus 
estômatos.  
 Outros carboidratos presentes em todas as amostras foram frutose, glicose e sacarose.  
Foi encontrada diferença significativa entre os teores de glicose para as folhas do Híbrido 11648 
e do A. fourcroydes, sendo que praticamente o dobro deste açúcar estava presente nas folhas do 
Híbrido, o que reforça a diferença observada no item anterior. Entretanto, não houve diferenças 
significativas para os demais carboidratos nem entre as espécies A. sisalana e A. fourcroydes.  
Figura 3. Gráfico da estimativa dos polímeros de frutose por DNS em folha e caule dos três genótipos. 




Já entre as folhas de sisalana de do híbrido, detectou-se diferença em glicose e frutose, de novo 




5.1.3. Determinação de Carboidratos Estruturais, Lignina e Extrativos 
 Na maioria das amostras testadas, os extrativos representaram a maior fração da 
biomassa (Figura 5A). Agave fourcroydes apresentou os maiores (folha; 56,89%) e os menores 
(caule; 31,2%) teores de extrativos, os demais tecidos e genótipos variaram pouco, oscilando 
de 49,3% a 52,94%. De acordo com a análise de variância e teste de Tukey houve diferença 
significativa apenas entre o caule de AF e as demais amostras. Tendo em vista que os agaves 
são conhecidos por serem ricos em pectina, parte destes extrativos poderiam estar representados 
por este composto. Pectinas são heteropolissacarídeos que são classificados de acordo com seu 
peso molecular, sua configuração química e teor de açúcares neutros, tanta diversidade reflete 
em uma alta gama de aplicações industriais (ADETUNJI 2017). Em uma perspectiva de 
biocombustíveis, a pectina pode ser tanto benéfica quanto problemática: por um lado as pectinas 
solúveis podem ser hidrolisadas em monossacarídeos para posterior fermentação, por outro, 
seus substituintes de acetato podem impedir a hidrólise através do bloqueio dos sítios de 
clivagem das enzimas (GILLE 2012, XIAO 2013, CORBIN 2015). De acordo com Corbin 
2015, em Agave tequilana a pectina representa por volta de 10% (w/w) da massa das folhas, 
enquanto o Agave americana apresenta por volta de 1,8%. Já que os teores de extrativos 
Figura 4. Perfil de Açúcares solúveis obtidos por GCMS de folha e caule dos três genótipos. (AF) A. 




encontrados aqui oscilaram pouco, é possível que não haja grande variação entre os genótipos 
investigados.  
De modo global os caules dos agaves apresentam maior lignificação em comparação as 
folhas. Entre as folhas há diferença significativa entre os genótipos, A. fourcroydes apresenta 
os menores teores de lignina e não há diferença significativa entre AS e HI. Contrastando com 
as folhas, o caule de AF apresenta praticamente o dobro de lignina, sendo o maior teor entre 
todas as parcelas, os caules de AS e HI não apresentam diferenças estatisticamente relevantes. 
Poucas diferenças foram encontradas relativas a fração mássica de celulose, novamente o caule 
de AF aparece como sendo o de maior porcentagem (32,25%), os demais tecidos e genótipos 
variaram entre 20-21,6%. Apenas o caule de AF tem diferença significa. Já para hemicelulose, 
são encontrados padrões semelhantes aos de lignina, as folhas apresentam menores teores e os 
caules apresentam maiores, não há diferença significativa entre as folhas, já entre os caules 
apenas AF é diferencial, alcançando 18,81% o que é 2,5x maior que o encontrado para folhas 
deste genótipo. 
 Yang, L. 2015 utilizando as mesmas normativas do NREL encontrou em folhas do A. 
tequilana composição química semelhante as reportadas aqui para os caules, foram encontrados 
nas folhas do A. tequilana 6% de cinzas, 29% de extrativos; 13,8% de lignina total, 26% de 
celulose e 22,8% de hemicelulose. Poucos são os dados na literatura que realizam composição 
química dos agaves considerando material integral, não apenas bagaços ou fibras 
(MCDOUGALL 1993, CRUZ 1999, VIEIRA 2002, LI 2014), entretanto, pelo menos em 
comparação com os dados de Yang, L. 2015, os agaves desenvolvidos para fibras parecem ter 
vantagens do ponto de vista industrial considerando os teores de lignina em folha. Biorrefinarias 
baseadas em folhas de agave foram sugeridas como uma alternativa interessante devido a 
possibilidade de se manter uma oferta constante de material vegetal durante o ano, ao contrario 
das industrias baseadas no caule em que a colheita ocorre a cada 5-6 anos (NOBEL 2009, 
YANG, L., 2015, DAVIS 2010, DAVIS 2015). 
 Em comparação com as demais culturas, a fração de massa de lignina encontrada 
independente do tecido ou genótipo foi menor que as encontradas em biomassas lenhosas (21–
32%; e.g., Populus, Eucalyptus e Pinus) (RAGAUSKAS 2014) e menores ou iguais as 
encontradas em herbáceas (9–18%; e.g., Miscanthus, Panicum, e palha de milho) 
(RAGAUSKAS 2014). Biomassas com fração de lignina de reduzida demonstram menor 
recalcitrância durante a produção de papel, polpa e biocombustíveis (SIMMONS 2010, 




 Quantos aos componentes inorgânicos, as folhas apresentaram as maiores massas, sendo 
que os maiores teores foram encontrados nas folhas do Agave sisalana (11,28%) e os menores 
nas folhas do A. fourcroydes (8,32%). Já para os caules foram encontrados 3,9%, 5,22% e 
5,36% para AF, AS e HI respectivamente. Considerando o posterior bioprocessamento destes 
genótipos em biocombustíveis, estes elementos inorgânicos representam um fluxo de resíduos 
que poderiam ser reutilizados como fertilizante, mais estudos serão necessários para que se 
possa determinar a relevância destes componentes para tal aplicação.  
 
 
5.1.4. Hidrólise enzimática 
 O protocolo de hidrólise foi eficaz em Agave spp. e, como esperado, observou-se 
diferenças entre os genótipos. A análise de variância indicou diferença significativa entre as 
espécies e tecidos e os resultados do teste de Tukey estão representados na figura 6. 
Independentemente do genótipo de Agave, o caule apresentou maior recalcitrância que as 
folhas. As folhas de Agave fourcroydes apresentaram os maiores valores, enquanto o caule do 
Híbrido 11648 apresentou os menores. Em comparação com Cana Energia (US-59-6), as folhas 
A. fourcroydes foram 47% mais hidrolisáveis enquanto as de A. sisalana e do Híbrido 11648 
foram 37%. De acordo com o teste de tukey, as hidrólises de Cana Energia são estatisticamente 
iguais aos caules de A. sisalana e A. fourcroydes o que poderia indicar composição química 
semelhante. Como discutido no item anterior, com exceção do caule de AF, não há diferenças 
significativas em relação aos teores de celulose para os tecidos dos genótipos testados e a fração 
de celulose não parece ser a fonte de variação encontrada nos resultados de hidrólise. Por outro 
lado, houve melhor desempenho das amostras que apresentavam menor conteúdo de lignina, 
este heteropolímero complexo é o componente da parede celular que mais contribui para a 
recalcitrância da biomassa (SIMMONS 2010). 
Figura 5. Composição química parcial de folha e caule dos três genótipos expressa em porcentagem. 




 Os resultados obtidos podem estar relacionados a concentração e composição da lignina 
das amostras. A estrutura da lignina consiste basicamente de três unidades monoméricas: (I) 
siringil (S); (II) guaiacil (G); e (III) p-hidroxifenil (H). A contribuição individual de cada 
monômero para a composição deste polímero varia significativamente entre tecidos e espécies. 
Em angiospermas, a lignina S é mais encontradas em fibras, já a lignina G é predominante em 
vasos, o monômero H é encontrado em quantidades ínfimas quando comparado aos demais, 
sendo mais presente em gramíneas. Taxas elevadas da razão S/G são vantajosas para a produção 
de papel, celulose e bioenergia, devido a maior deslignificação, as ligninas ricas em S se 
dissociam com maior facilidade do conteúdo celulósico (SIMMONS 2010, VHAOLME 2010, 
LEPIKSON-NETO 2013). É possível que as diferenças encontradas na hidrólise enzimática 
dos caules estejam intimamente relacionadas com o conteúdo S/G, é razoável pensar que 
supostamente o caule do Agave sisalana deva ter uma razão S/G maior que o caule do Agave 
fourcroydes e que este tenha razão maior que o mesmo tecido do Híbrido 11648.  Além da 
menor fração mássica de lignina encontrada nas folhas é provável que as folhas apresentem 




5.2. Análise transcriptômica  
 O sequenciamento resultou em total 559.267.611 reads para as 27 amostras, sendo que 
200.498.222 reads foram gerados para Agave fourcroydes (AF), 208.260.315 reads para Agave 
Figura 6. Gráfico da média de Açúcares Redutores (AR) obtidos por hidrólise enzimática simples; 
letras de a-e representam os resultados do teste de Tukey. (CE) Cana Energia; (AF) A. 




sisalana (AS) e 150.509.074 reads para o Híbrido 11648 (HI). De modo geral os reads 
apresentaram boa qualidade e não foi necessário a remoção de extremidades. As três montagens 
individuais apresentaram um número de contigs entre 139.708 e 174.776, AF apresentou o 
maior tamanho médio (610) e N50 (926), entretanto o maior contig foi encontrado em AS 
(16.067). Foram identificadas 26.779 ORF em AF, 30.962 em AS e 28.320 no HI.  
 A clustrerização pela correlação de Pearson mostrou uma separação clara entre os 
tecidos para AF (Figura 7A) e HI (Figura 7C), já em AS (Figura 7B) isto não é observado. A 
amostra Caule_3 parece ser a fonte da má separação entre os tecidos tendo em vista que o 
dendograma chega agrupá-la com as demais amostras de folha, um erro experimental poderia 
explicar ser a fonte desta variação. A baixa separação impacta na qualidade das análises de 




Figura 7. Análise de correlação de Pearson representada em Heatmaps entre as amostras de cada 




 A análise de ortólogos, representada no diagrama de Venn (Figura 8), revelou que a 
maioria das famílias gênicas possuem no mínimo um representante em cada genótipo. Embora 
tenham sido obtidos valores próximos entre AFxHI, AFxAS e ASxHI, o AS apresentou maior 
número de família genicas compartilhadas na comparação par a par, sendo que foram 
encontrados maiores valores na comparação com HI (2940). Quanto as famílias gênicas 
especificas de cada genótipo, foi observado o maior número em AS (285) e o menor no híbrido 
(86). Gross 2013 comparou as famílias gênicas encontradas nos transcriptomas de Agave 
tequilana e Agave deserti que estas espécies compartilham de 13.390 famílias gênicas, o maior 
número encontrado entre as espécies aqui testadas poderia indicar maior proximidade 
filogenética, entretanto, cabe ressaltar que as condições experimentais aqui foram mais estáveis 





Conforme a análise de expressão diferencial, independentemente do genótipo os tecidos, 
folha e raiz, apresentam o maior número de genes diferenciais (Tabela 2.), Gross 2013 
encontrou os mesmos resultados, tanto para A.deserti quanto para A.tequilana. A baixa 
separação da amostra AS_Caule_3 prejudicou as comparações entre folha e caule para AS, o 
Figura 8. Diagrama de Venn de famílias gênicas representando os resultados da análise de 
ortólogos a partir de sequência de nucleotídeos com o OrthoMCL. Em azul está 
representado o A. fourcroydes (AF); em verde o A. sisalana (AS); e em vermelho o 




que é evidenciado pelo baixo número de genes diferencialmente expressos.  As demais 










 A anotação com o software PANNZER2 e base de dados Uniprot conseguiu anotar 
53,94% dos transcritos diferenciais de AF, 53,12% de AS e 52,66% para HI. O banco de dados 
curado manualmente fornece uma anotação mais acurada, porém de pouca cobertura, 
principalmente para espécies vegetais pouco estudadas como os agaves. Os transcritos anotados 
como não classificados chegam a ser 29% dentre os 100 genes diferenciais mais expressos em 
algumas condições, isso evidencia o quanto ainda há para ser explorado neste gênero.  
 
5.2.1. Análise Funcional 
 Com om objetivo de comparar os tecidos amostrados entre cada um dos genótipos, 
gerou-se uma lista de termos de Gene Ontology (GO) positivamente diferenciais para cada um 
dos tecidos. Para cada categoria de GO enriquecida, foi feita uma normalização através da razão 
do número de genes anotados divididos pelo total de genes diferencialmente expressos de cada 
lista. Para seleção de categorias interessantes, foram removidos termos menores que 0,1% do 
total encontrado nas 3 espécies, categorias genéricas (e.g. “metabolic process”) e categorias 
redundantes entre si (e.g. “photosynthesis” e “photosynthetic electron transport in photosystem 
II”).  Devido a baixa resolução do caule de AS, esta parcela experimental não foi utilizada para 
a comparação da análise de enriquecimento. 
Tabela 2. Número de genes diferenciais encontrados nas comparações entre cada 
tecido para os três genótipos. 
Genótipo Condição Down(%) Up(%) Total(%) 
A. fourcroydes Folha X Raiz 3.839(14,3%) 7.088(26,5%) 10.927(40,8%) 
 Folha X Caule 3.297(12,3%) 5.720(21,4%) 9.017(33,7%) 
 Raiz X Caule 3.224(12%) 1.711(6,4%) 4.935(18,4%) 
A. sisalana Folha X Raiz 4.631(15%) 7.196(23,2%) 11.827(38,2%) 
 Folha X Caule 36(0,1%) 43(0,1%)  79(0,3%) 
 Raiz X Caule 5.010(16,2%) 266(0,9%) 5.276(17%) 
Híbrido 11648 Folha X Raiz 2.707(9,6%) 5.663(20%) 8.370(29,6%) 
 Folha X Caule 3.334(11,8%) 3.016(10,6%) 6.350(22,4%) 
 Raiz X Caule 4.110(14,5%) 697(2,5%) 4.807(17%) 
Entre parêntesis estão as porcentagens em relação ao total de genes encontrado 




 Dentre as categorias enriquecidas em folha (Figura 9), destacam-se fotossíntese, 
proteólise e resposta de defesa. Como esperado, fotossíntese é um componente de grande 
importância para as folhas, porém existem diferenças notáveis entre os genótipos, o HI tem a 
maior frequência encontrada seguido pelo AF e, por fim, AS. Esta diferença pode ser um indício 
da superioridade agronômica encontrada em HI e AF em relação a AS. A categoria “biossíntese 
de menaquiona” foi encontrada para todos os genótipos. Rodrigues 2010, reportou que em 
Craterostigma plantagineum, planta conhecida como tolerante a dissecação, o metabolismo de 
menaquiona está relacionado com a recuperação do déficit hídrico. Em agave, está categoria 
não foi descrita nos transcriptomas de A. tequilana e A. deserti (GROSS 2013). Em AF e AS, 
existem outras categorias relacionadas à resposta de privação de água, bem como a categoria 
de metabolismo de superóxidos, relacionada ao estresse. A cisteína pode estar relacionada à 
resposta imune em plantas (ÁLVAREZ 2012) e a categoria relacionada à sua biossíntese a partir 
de serina está presente nas três espécies. 
Em relação aos hormônios, a resposta ao ácido abscísico (ABA), fitohormônio 
relacionado ao estrese, foi encontrada para todas as espécies, estando mais presente em AS. A 
produção de ABA é essencial para a acumulação de vários metabólitos e proteínas que tem 
papel protetor na resistência ao déficit hídrico.  Os níveis endógenos de ABA - determinados 
pelo equilíbrio entre a biossíntese de ABA e o catabolismo - aumentam significativamente em 
resposta à seca ou à alta salinidade (BUCHANAN 2015). Foram encontrados genes 
relacionados à síntese de oxilipenos, compostos responsáveis pela sinalização de resposta ao 
estresse (HOWE 2002), principalmente em AF e HI. A categoria de maior destaque encontrada 
em folha foi proteólise, este processo através do proteossomo tem um importante papel nas vias 
de resposta ao estresse, sendo que das mais importantes funções está a remoção de proteínas 
danificadas para evitar o acúmulo de agregados potencialmente nocivos e eliminar proteínas 








Para a comparação entre caule (Figura 10), foram utilizados os dados das listas de genes 
apenas de AF e HI. Entre as categorias selecionadas as mais frequentes são resposta de defesa, 
catabolismo de peróxidos de hidrogênio, resposta celular a estimulo de dano de DNA e 
ubiquitinação de proteínas. Ao contrário do que foi visto na figura 9 a categoria resposta de 
defesa se torna mais frequente para o Híbrido 11648 no caule, esta categoria está relacionada 
estresse biótico e pode ser consequência de outro termo frequente, resistência sistêmica 
induzida mediada por ácido jasmônico (ISR). ISR é uma resposta de imune vegetal em que um 
microrganismo não patogênico ou parte dele ativam as respostas de defesa da planta mantendo-
a em “alerta” contra possíveis patógenos. A presença desta categoria poderia eventualmente 
indicar uma associação Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR), o 
mediador mais conhecido de ISR (BUCHANAN 2015). Em raiz, está categoria de GO também 
é encontrada nos três genótipos sendo mais presente em AF. A categoria mais frequentemente 
encontrada no caule de AF foi a ubiquitinação de proteínas. Lyzenga 2012 coloca a 
ubiquitinação de proteínas como um mecanismo de tolerância a estresse abiótico, este termo 
ainda está extensivamente ligado como reação a vários tipos de dano de DNA (FLICK 2012), 
este parece ser o caso para AF tendo em vista a frequência do GO term “resposta celular a 
estimulo de dano de DNA”.  
Figura 9. Categorias de GO selecionadas em folha para os três genótipos. (AF) A. fourcroydes; 




 Outras características interessantes encontradas foram “processo de biossíntese de 
celulose” e “processo de biossíntese de (1->3)-beta-D-glucanos”, estes termos estão presentes 
apenas para o AF e podem estar relacionados ao fenótipo encontrado no item 5.1.2., a 
biossíntese de celulose será discutida a seguir (item 5.2.2.). Quanto a síntese de (1->3)-beta-D-
glucanos, os genes acompanham este termo foram anotados como calose sintase (CALS). 
Calose é o único componente da parede celular que está atrelado a uma vasta variedade de 
processos vegetais de desenvolvimento e de resposta a estresses tanto bióticos como abióticos, 
como ferimentos, dessecação, toxicidade por metais pesados e ataques microbianos (STONE 
1992, JACOBS 2003, BACIC 2009, GALATIS 2010). A presença deste GO poderia indicar 
que o caule está sintetizando parede celular, já que esta hemicelulose pode funcionar como uma 
matrix para a deposição dos componentes da parede. Outra hipótese seria de que estas 
moléculas sejam um mecanismo de “endurecimento” da parede (GALATIS 2009) tendo em 
vista a rigidez encontrada nos caules dos agaves e seus baixos teores de lignina Além disso, a 
presença de calose pode ser simplesmente uma resposta a algum estresse sofrido por estas 




 Na Figura 11 temos a comparação entre categorias de GOs de raiz para AF, AS e HI. 
Dentre os tecidos observados, raiz apresenta o maior número de termos associados a estresse 





abiótico. Para os agaves, especialmente durante o dia, as raízes parecem ser os tecidos mais 
sensíveis aos estresses ambientais e, portanto, se tornam mais interessantes para prospecção de 
genes de resistência não diretamente relacionados ao CAM. Neste tecido, foram encontradas as 
categorias “resposta ao estresse”, “resposta ao estresse oxidativo”, “resposta a privação de 
água” e “resposta ao calor” em todas as plantas, porém AF apresentou a menor frequência destes 
termos, isto sugere uma maior rusticidade que os demais genótipos. Em caule foi observado 
comportamento semelhante, foram encontrados os termos “resposta ao calor” e “resposta à 
privação de água” ambos mais frequentes no HI que no AF.  
 Além disso, há duas categorias relativas a trealose, sendo que uma delas está relacionada 
a síntese e a outra a quebra deste carboidrato. Trealose é um dissacarídeo conhecido por atuar 
como osmólito compatível em organismos anidrobióticos, como leveduras e tardígrados, e em 
plantas resistentes a estresses abióticos habitando ambientes xéricos (GAFF 1971, SINGER 
1998, ITURRIAGA 2000, DELORGE 2014), também há relatos de sua atuação contra o 
estresse oxidativo (DELORGE 2014). Contudo, o metabolismo de trealose e sua regulação são 
muito complexos e predizer sua atuação no fenótipo pode ser complicado. Delorge 2014 em 
sua revisão coloca que o composto intermediário da síntese deste carboidrato, Trealose-6-
fosfato (T6P), funciona como um sensor indicando a presença de sacarose disponível, 
influenciando diretamente no tipo de resposta as condições ambientais. T6P, trealose e suas 
enzimas fazem parte de redes complexas que interagem com vias cruciais de sinalização 
induzidas por hormônios e açúcares que afetam o desenvolvimento vegetal.  
 Por conta de seu efeito no crescimento e desenvolvimento de plantas, a modificação da 
biossíntese da trealose, quer seja ao nível da síntese de T6P, hidrólise de T6P ou hidrólise da 
trealose, tem sido utilizada para tentar melhorar produtividade, acumulo de biomassa e 
resiliência. Foi demonstrado que a alteração das quantidades de T6P e trealose resulta no 
aumento da tolerância ao estresse, mas também em muitas alterações fenotípicas inesperadas. 
Curiosamente, Van Houtte 2013, reportou que em Arabidopsis thaliana a superexpressão da 
trealase (AtTRE1) resulta em maior tolerância a dissecação e induz o fechamento de estômatos 
mediado por ABA. Entretanto, são escassas as informações sobre o desempenho de trealose e 
trealase em raiz especialmente em plantas CAM. A categoria de biossíntese de trealose nas 
raízes do AF potencialmente poderia explicar o fato dos termos “resposta ao estresse” e 
“resposta ao estresse oxidativo” serem menos frequentes e de “resposta a água” ser não 








5.2.2. Transcrição da biossíntese de Celulose, hemicelulose e carboidratos 
associados 
 Foram encontradas diferenças significativas entre os transcritos da via de biossíntese de 
celulose, xylanos e seus carboidratos associados. Na figura 12 tais dados estão sumarizados, 
onde (A) ilustra a relação entre os carboidratos e os genes codificantes das enzimas 
catalizadoras de cada reação e nos itens de (B) à (Q) estão representados gráficos relativos a 
expressão em TPM de cada gene de interesse por condição experimental. De modo que fosse 
possível a comparação direta entre os genótipos, foram utilizados os dados da análise de 
ortólogos (Item 4.2.2.2.). Nos gráficos, cada cor representa um ortólogo que foi 
diferencialmente expresso em pelo menos uma condição, para aqueles que possuíram 
parálogos, os valores de seus TPM foram somados. Cabe ressaltar, que a altura total das barras 
representa a soma da expressão de todos os ortólogos do gene de interesse. 
 A biossíntese de celulose é feita por complexos de celulose sintase (CeS) integrados na 
membrana e, embora a composição destes complexos possa variar, sua subunidade catalítica é 
conservada, em plantas esta unidade é a enzima Celulose Sintase (CesA) (MCNAMARA 2015).  
As CesAs polimerizam os resíduos de glicose a partir de um substrato de uridina-difosfo-glicose 
(UDP-glicose), formando um polímero linear com ligações β-1,4 glicano (BURTON 2005). A 
Figura 11. Categorias de GO selecionadas em raiz para os três genótipos. (AF) A. fourcroydes; 




UDP-glicose é o substrato tanto para a síntese de celulose quanto para hemiceluloses. Para a 
síntese de celulose, este substrato é majoritariamente fornecido pela enzima Sacarose Sintase 
(SUSY) associada à membrana (AMOR 1995, FUJII 2010). Outras enzimas estão associadas 
ao processo de produção de hemicelulose, entre elas UDP-glicose desidrogenasse (UGD), 
UDP-xilose sintase (UXS) e cellulose synthase-like (CsL) (Figura 12A). As CsLs são membros 
da superfamília de celulose sintase e direcionam a síntese das cadeias principais dos 
polissacarídeos não-celulósicos da parede celular como os xiloglicanos, as heteroxilanas e as 
heteromanananas.  
 Em agave foram encontrados 26 membros da superfamília celulose sintase 
diferencialmente expressos em pelo menos uma das condições experimentais, dentre eles 4 
foram anotados como CsL e os demais como CesA.  Para todas as espécies dois ortólogos de 
CesA (ORTHOMCL13077 e ORTHOMCL157, figura 12I) foram os mais presentes em todos 
os tecidos. ORTHOMCL13077 apresenta apenas um transcrito representante para cada espécie. 
No AF ele foi diferencial e mais expresso em caule, este ortólogo não foi diferencial em AS, já 
no HI foi diferencialmente expresso apenas entre folha e caule, sendo que estava mais presente 
no segundo tecido. Por outro lado, foram encontrados dois parálogos para o ORTHOMCL157 
em AF, nas demais plantas foram encontrados 3. Os dois representantes deste ortólogo em AF 
foram diferenciais sendo menos expressos nas folhas, não foi encontrada diferença significativa 
entre caule e raiz. No AS, apenas um parálogo foi diferencial e seus padrões de expressão foram 
semelhantes a AF. Quanto aos três parálogos deste ortólogo no híbrido, nenhum foi 
diferencialmente expresso. De modo global a expressão de CesA foi intensa no caule de AF, o 
que representa o observado nos dados de composição química parcial. Para os demais genótipos 
este gene é mais expresso em folha, comportamento oposto ao encontrado em AF, já que este 
tecido apresentou a menor expressão de CesA.   
 Dentre os 4 ortólogos encontrados de CsL (Figura 12O) dois foram mais expressos 
(ORTHOMCL17852, ORTHOMCL13707).  O ORTHOMCL17852 não foi encontrado no 
Híbrido 11648; em AF ele foi mais expresso em caule e raiz e em AS este foi mais expresso em 
folha e caule. Entretanto, apenas foi encontrada diferença significativa entre folha contra caule 
e folha contra raiz AF. Já o ORTHOMCL13707 estava representado em todos os genótipos. 
Para AF, este apresentou padrão de expressão idêntico ao encontrado para o outro ortólogo, 
inclusive quanto as diferenças significativas. Para AS ele estava presente em apenas caule e 
raiz, mas não foi diferencial entre esses tecidos. Quanto ao HI, este foi o ortólogo de CsL mais 
expresso, sendo que foi diferencialmente expresso apenas entre folha e caule. A expressão 




Enquanto que em AF os dois ortólogos mais expressos estão fortemente presentes, 
corroborando com os dados de maior hemicelulose; em AS e HI tem apenas um deles mais 
expressos. Em relação aos demais genes de hemicelulose (Figura 12M-Q) como os CALS e 
XTHs (xiloglicano endotransglicosilase/hidrolase), estes apresentaram padrões mais próximos 
aos encontrados em CsL. Isto provavelmente ocorre devido a estas proteínas terem maior 
afinidade por outros substratos que não UDP-xilose (JACOBS 2003, SUSUKI 2006).  
 XTHs são as principais proteínas modificadoras da parede celular, elas atuam 
hidrolisando as cadeias de xiloglicanos e, em alguns casos, transferem produtos hidrolíticos 
diretamente para o terminal não redutor de outra cadeia xiloglicana (ROSE 2002, FARROKHI 
2006). Algumas XTHs atuam apenas como transglicosilases. A atividade de transglicosilação 
resulta em um rápido crescimento no tamanho dos xiloglicanos e pode ser necessária para 
deposição das cadeias recém-formadas de xiloglicanos nos polissacarídeos de parede já 
existentes (FARKAS 1992, FRY 2004, KALLAS 2005, FARROKHI 2006). Nos agaves aqui 
testados foram encontrados 10 ortólogos. O ORTHOMCL12333 foi nitidamente o mais 
expresso, contudo, apenas em AF este foi diferencialmente expresso, sendo mais abundante em 
caule.   
 Os genes relativos a biossíntese de xilose (UGD - figura 12M, UXS -figura 12N) 
apresentaram expressões semelhantes. Em todos os genótipos o tecido que apresentou maior 
expressão de UGD foi raiz e o menor folha. A maior expressão foi encontrada no AF, seguida 
pelo AS e pelo HI. Foram encontrados 3 ortologos para deste gene, sendo que um deles foi 
exclusivo de AS. ORTHOMCL252 foi o ortólogo de UGD mais expresso, AF e AS possuem 
dois parálogos deste ortólogo, enquanto HI possui três. Para os agaves fourcroydes e sisalana 
todos os parálogos estavam diferencialmente expressos, já no Híbrido 11648 apenas o parálogo 
menos expresso apresentou diferenças significativas. Quanto ao padrão de expressão de UXS, 
apenas houve diferença para HI, neste genótipo a expressão foi maior em folha e menor em 
caule. Esta diferença na expressão global se deve ao ORTHOMCL11396, ortólogo mais 
expresso no híbrido, todas as espécies apresentaram apenas um parálogo que foi diferencial 
exclusivamente entre as folhas e o caule do HI. 
 SUSY é uma glicosiltransferase que catalisa a reação reversível de sacarose em frutose 
e UDP-glicose (SAMAC 2015). Na maioria das espécies vegetais, SUSY é codificado por uma 
pequena família de genes. Em Medicago truncatula, foram encontrados cinco genes 
(HOHNJEC 1999) e seis isoformas foram identificadas em Lotus japonicus (HORST 2007) e 




em 3 grupos de acordo com a predição de aminoácidos. Em Agave foram encontrados 3 
ortólogos e um gene órfão presente somente em AS. O ortólogo mais expresso entre os agaves 
foi ORTHOMCL151, nele foram encontrados 3 parálogos tanto para AF quanto para AS, 
enquanto HI possuía apenas dois. A expressão de SUSY variou entre os genótipos e tecidos 
(Figura 12E), em AF o tecido de maior expressão foi raiz, já para o HI a maior expressão foi 
vista em folha. O AS apresentou a maior expressão global, isso se deve graças a expressão forte 
dos ortólogos ORTHOMCL151 e ORTHOMCL20076, além do gene órfão 
AS_TRINITY_DN57581_c0_g1, principalmente em folha. Embora SUSY tenha papel 
importante na síntese de celulose, seus produtos também são utilizados para a produção de 
outros carboidratos, como sacarose-6-fosfato, trealose-6-fosfato e amido, no sentido de 
formação de UDP-glicose, e rafinose, no sentido da síntese de sacarose (LEPIKSON-NETO 
2014).  
 Entre os genótipos de agave foram encontradas vias biossínteses de rafinose diferentes. 
Em plantas existem duas vias de biossíntese de Rafinose, uma delas é mediada pela enzima 
rafinose sintase (RafS) e a outra pela galactinol sintase (GosL). Enquanto RafS utiliza sacarose 
como substrato para produção de rafinose, GosL utiliza galactiniol (LEPIKSON-NETO 2014, 
SENGUPTA 2015). Para RafS (figura 12B) foi encontrado dois ortólogos (ORTHOMCL11903 
e ORTHOMCL2055), contudo, o ORTHOMCL11903 foi muito mais representativo, nele cada 
genótipo possui apenas um transcrito representante. A expressão de RafS foi maior no AF, nele 
há diferença significativas entre folha e caule/raiz, o tecido que apresentou maior expressão foi 
caule. A expressão de RafS foi bem menor em AS e HI. Para AS, o ORTHOMCL11903 foi 
diferencial apenas entre folha e raiz, no HI este ortólogo não foi diferencial. Por outro lado, a 
expressão de GosL foi maior em AS e HI. GosL apresentou 6 ortólogos sendo que o ortólogo 
mais expresso, ORTHOMCL21981, estava ausente em AF, este ortólogo foi mais presente em 
caule no HI e em folha no AS. Para AF, entre os ortólogos de GosL, ORTHOMCL2205 foi o 
mais expresso, este apresentou dois parálogos, ambos diferenciais entre folhas e caule/raiz, mas 
não entre caule e raiz. O ORTHOMCL2205 foi pouco expresso em AS e HI. Pouco se conhece 
sobre a regulação da síntese de rafinose, embora não haja dúvidas sobre sua relação como 
resposta a temperaturas extremas e seca (NISHIZAWA 2008, NISHIZAWA-YOKOI 2008, 
SENGUPTA 2015). ABA parece ter papel na regulação deste carboidrato (OOMS 1994), 
contudo, não se sabe o que pode intensificar a biossíntese de rafinose por uma via ou pela outra. 
De modo geral, AF parece preferir a via de síntese de rafinose mediada por RafS enquanto as 
demais espécies parecem optar pela obtenção deste carboidrato por GosL. O fato de AF, usar 




mesmo substrato entre SUSY e RafS. O gene RafS poderia ser um alvo potencial de engenharia 
genética para se potencializar a produção de celulose em AF. 
 Entre outros genes encontrados diferencialmente expressos em pelo menos uma 
condição estão amido sintase (Starch Synthase -SS), beta-amilase (BAM), Phosphoglucan 
water dikinase (PWD), UDP-glicose pirofosforilase (UGP), invertases (INV), trealose-6-
fosfato sintase (TPS), sacarose-fosfato-sintase (SPS) e alfa-expansina (figura 12R). Em relação 
a SUSY, PWD, UGP e INV estão muito menos expressos, o que indicaria que a conversão 
sacarose/UDP-glicose nestas condições deve ser feita em sua maioria por SUSY. Embora, a 
expressão de BAM esteja relativamente alta em AS e em HI, a expressão global de SS não passa 
de 15TPM, indicando que neste momento há pouca síntese de amido e possivelmente quebra 
deste carboidrato de reserva em maltose. Os genes estaquiose sintase (STS), hexokinase (HEX) 






Figura 12. Transcrição da biossíntese de celulose, hemicelulose e carboidratos associados. (A) ilustra a 
relação entre os carboidratos e os genes codificantes das enzimas catalizadoras de cada reação, 
as enzimas presentes no transcriptoma estão destacadas em verde e as ausentes em vermelho; 
(B) à (R) estão os gráficos de expressão das famílias gênicas dos genes de interesse em TPM 




5.2.3. Metabolismo dos polímeros de frutose 
 Frutanos são sintetizados nos vacúolos das células vegetais, onde também são 
armazenados. Sua biossíntese se dá através da ação de diferentes frutosiltransferases (FTs) 
como sacarose:sacarose 1-frutosiltransferases (1-SST), sacarose:frutano 6-
frutosiltransferases(6-SFT), frutano:frutano 1-fructosiltransferase (1-FTT) e frutano:frutano 
6G-frutosiltransferase (6G-FFT)(FREHNER 1984, DARWEN 1989, WIEMKEN 1997, VIJN 
1999, SUÁREZ-GONZÁLEZA 2014). A mobilização das reservas de frutanos começa quando 
no crescimento ativo ocorre hidrólise exolítica mediada por furtano-exohidrolases (FEH), como 
frutano-1-exohidrolase (1-FEH), 6-FEH e 6&1-FEH que clivam, respectivamente, inulinas, 
levanas e graminas (VAN DEN ENDE 2000, VAN DEN ENDE 2001, VAN RIET 2006, DE 
CONINCK 2005, LIVINGSTON III 2009). FEHs são próximas das invertases acopladas a 
parede celular como SUSY (VAN DEN ENDE 2000, LE ROY 2007).  
 Para os agaves testados, foi encontrado 5 ortólogos de frutosiltransferases (Figura 13A). 
Entre os mais expressos estão os ortólogos ORTHOMCL15199 e ORTHOMCL3358. O 
ORTHOMCL15199 estava presente apenas em AS e HI, sendo que em HI há dois parálogos. 
A análise estatística não considerou as diferenças encontradas em AS significativas, entretanto 
no HI os dois parálogos foram diferenciais entre folha e caule, mas não diferencial em folha e 
raiz. O segundo ortólogo mais expresso (ORTHOMCL3358) está presente em todos os tecidos 
e genótipos. De modo geral sua expressão foi maior nos caules, principalmente em AS, este 
genótipo foi o único que apresentou dois parálogos, entretanto, não foi encontrada diferença 
significativa para este ortólogo. Os agaves acumulam polímeros de frutose em seus caules como 
parte do seu ciclo vegetativo, contudo muitos trabalhos relacionam estes carboidratos de reserva 
a funções extras. Estudos in vitro demonstraram que os frutanos podem estabilizar membranas 
por ligações diretas de hidrogênio aos grupos fosfatos e colinas dos lipídios das membranas, 
resultando em menor fluxo de perda de água (HINCHA 2003, VAN DEN ENDE 2005, 
VALLURU 2008, LIVINGSTON III 2009) e por fim maior resistência ao frio e seca. No caso 
dos agaves, este efeito poderia ser observado nas nos tecidos de interface da planta com o 
ambiente como raiz e folha.   
 Quanto as FEHs, foram encontrados três ortólogos. ORTHOMCL982 foi o ortólogo de 
menor expressão; em AF foram encontrados 2 parálogos, um que foi diferencial apenas entre 
folha e caule e outro que foi diferencial entre caule e folha/raiz, mas não entre folha contra raiz. 
O transcrito representante deste ortólogo para AS foi diferencial apenas entre folha contra raiz. 




expressão de ambos foi tão baixa que não houve diferença significativa entre os tecidos. O 
ORTHOMCL10364, foi o segundo ortólogo mais expresso e cada genótipo apresentou apenas 
um transcrito representativo deste. Para AF e HI este ortólogo foi menos expresso em caule, 
sendo que em AF foi mais expresso em raiz e em HI em folha. Em AS não foram encontradas 
diferenças estatisticamente relevantes. Por fim, o ortólogo mais expresso entre as frutanos-
exohidrolases foi ORTHOMCL12059, tanto no HI quanto em AF está mais presente em folha 
e menos em caule. Entretanto para AF este foi diferencialmente expresso entre caule contra 
folha/raiz. Já para HI o ortólogo apresentou diferença significativa entre todos os tecidos. Em 
AS este ortólogo foi diferencial entre os tecidos folha contra raiz e caule contra raiz. A 
expressão global das FEHs, possivelmente explicaria parte dos resultados obtidos no item 5.1.1. 
especialmente os resultados obtidos nas folhas de HI. A maior presença de açúcares redutores 




5.2.4. Transcrição da via dos fenilpropanóides 
 Os fenilpropanóides são um grupo diverso de metabólitos derivados de fenilalanina que 
estão envolvidos em respostas de diversas plantas tanto a estresses abióticos quanto bióticos 
(VOGT 2010). Entre seus produtos mais importantes estão ligninas e flavonoides. As ligninas 
são o segundo polímero mais abundante na terra, entre suas funções estão oferecer suporte 
estrutural, integridade vascular e resistência a patógenos às plantas (BOERJAN 2003, VOGT 
2010, FRASER 2011). Estes polímeros são de eximia importância para indústria sendo os 
principais responsáveis pela recalcitrância da biomassa.  
 Flavonoides são um grupo de função biológica diversa, entre elas estão proteção contra 
radiação ultravioleta (UV), danos foto-oxidativos e fitopatógenos, indução dos genes de 
nodulação de Rhizobium, transporte de auxinas e display de cores em flores e folhas durante a 
Figura 13. Transcrição da síntese e degradação dos polímeros de frutose representados em 





senescência. Entres eles, flavonóis são os mais antigos e presentes nas espécies vegetais e 
também mais relacionados a resposta a estresses (LONG 1989, MOL 1998, FEILD 2001, 
WINKEL-SHIRLEY 2002, BRADSHAW 2003, STAFFORD 1991, POLLASTRI 2011, 
FERREYRA 2012). A suplementação de flavonoides pode alterar a composição da parede 
celular, reduzir os conteúdos de extrativos, alterar a razão S/G e, por fim, alterar a sacarificação 
(LEPIKSON-NETO 2013, 2014).  
 Os três passos iniciais da via dos fenilpropanóides são comuns tanto para a biossíntese 
dos monômeros de ligninas quanto para flavonoides (Figura 14A). A via começa com 
deaminação da fenilalanina a ácido trans-cinamato catalisada pela fenilalanina amônia liase 
(Phenylalanine Ammonia Lyase - PAL). Várias cópias de PAL são encontradas em todas as 
espécies vegetais, quatro genes foram encontrados em Arabidopsis, cinco em Pupulus e nove 
em arroz (HAMBERGER 2007, FRASER 2011), entretanto, estes genes podem responder de 
forma diferente de acordo com estresses, tecidos e estágio de desenvolvimento (LILLO 2008, 
BHUIYAN 2009, FRASER 2011). Em agave foram encontrados três ortólogos e dois genes 
órfãos de PAL (Figura 14B), sendo que um deles foi encontrado em AS e outro AF. O ortólogo 
mais expresso e que representa a maior parte da expressão global foi ORTHOMCL201. Três 
parálogos deste ortólogo foram encontrados em AF, embora todos tenham sido menos 
expressos em folha e mais em raiz, estes parálogos foram diferenciais entre folha e raiz, entre 
folha e caule, mas não entre caule e raiz. Para AS foram encontrados dois parálogos, sendo que 
um foi diferencial apenas entre folha e raiz e o outro não foi diferencial somente entre folha e 
caule. No HI dois parálogos estavam representados, ambos não estão diferenciais entre folha e 
caule, mas estão nas demais condições. A expressão global de PAL indica que para os genótipos 
de agave a via dos fenilpropanóides está mais ativa em raiz, para AF e AS o segundo tecido de 
maior expressão é caule, embora em HI a expressão maior tenha sido maior em folhas, não 
houve diferenças significativas para nenhum ortólogo entre folha e caule.   
 O segundo passo da via é a hidroxilação do cinamato para obtenção de 4-cumarato. Esta 
reação é catalisada pela enzima Cinamato 4-hidroxilase (C4H), uma citocromo P450-
dependente de monoxigenase (P450; CYP). Em Arabidopsis foi encontrado apenas um gene 
C4H (BELL-LELONG 1997, MIZUTANI 1997, FRASER 2011), já em Agave encontramos 
três ortólogos e dois genes órfãos, um em AS e outro em HI. Dois ortólogos foram mais 
expressos, ORTHOMCL11993, com um transcrito representante para cada genótipo, e 
ORTHOMCL1226, com dois parálogos em AF e AS e um em HI. A expressão maior 
encontrada no ORTHOMCL1226 é devida a soma de seus parálogos. Considerando a expressão 




expressos as raízes do híbrido apresentariam TPM menores, entretanto o gene órfão deste 
genótipo compensa esta diferença.    
 A 4-cumarato:CoA ligase (4CL) catalisa o terceiro passo da via dos fenilpropanóides, 
em que numa reação dependente de ATP é formado o p-coumaroyl CoA. Este é o ponto central 
da via, pois é a partir do p-coumaroyl CoA que surgem as ramificações diferentes que levam a 
síntese de flavonoides, ligninas, suberinas, cumarinas e lignanas (VOGT 2010, FRASER 2011, 
LEPIKSON-NETO  2014). Em Arabidopsis foram reportados quatro genes 4CL (EHLTING 
1999, HAMBERGER 2004, COSTA 2005, FRASER 2011), entre eles At4CL1 parece estar 
envolvido com a biossíntese de ligninas G, tanto At4CL1 quanto At4CL2 podem ser induzidos 
por ataque de patógenos. Enquanto At4CL1 e At4CL2 parecem ter envolvimento com a 
biossíntese de lignina, At4CL3 parece ser induzido por radiação UV e estar ligado a síntese de 
flavonoides (EHLTING 1999, FRASER 2011). Nos agaves aqui estudados encontramos seis 
ortólogos e um gene órfão em AS. De modo geral, a expressão apresentou padrões diferentes 
dos encontrados em PAL e C4H (Figura 14D), além disso, a expressão relativa aos genes 
anteriores da via estava mais baixa. Dois ortólogos estão mais expressos (ORTHOMCL3050 e 
ORTHOMCL2453). AF apresentou maior expressão do ORTHOMCL3050 principalmente em 
folha, devido a soma das TPM de seus dois parálogos, ambos foram diferenciais entre folha e 
caule, folha e raiz, mas não entre caule e raiz. Em AS este ortólogo não foi diferencial, já em 
HI não foi diferencial somente entre folha e raiz. O segundo ortólogo mais expresso, 
ORTHOMCL2453, estava com a expressão muito baixa nas folhas do AF, a diferença foi 
significativa quando comparada entre folha e caule/raiz, mas não entre caule e raiz. Para o AS 
foram encontrados dois parálogos deste ortólogo, contudo nenhum foi diferencial. O HI 







5.2.4.1. Biossíntese de Flavonoides 
 O ramo da via de biossíntese de flavonoides simplificado está representado na figura 
15A, em seguida estão apresentadas as transcrições de todas as enzimas relacionadas. A 
biossíntese dos flavonoides começa oficialmente a partir da conversão do p-comaroil CoA em 
naringenina-chalcona pela enzima Chalcone Sintase (CHS). Em Arabidopsis, Petroselinum e 
Antirrhinum, apenas uma única cópia do gene foi encontrado. Na maioria das angiospermas, a 
CHS mostrou ser codificada por uma família multigênica, como em petúnia, Ipomoea, Gerbera, 
leguminosas e Cannabis sativa. Esta enzima é expressa constitutivamente em flores, entretanto 
pode ser induzida por UV, por resposta a patógenos, por elicitores ou ferimentos em diferentes 
tecidos vegetais, resultando em aumento na produção de flavonoides. Além disso, expressão de 
CHS é regulada pelo ritmo circadiano (KOES 1987, DURBIN 2000, HELARIUTTA 1996 
RYDER 1987, WINGENDER ET AL. 1989, ITO ET AL. 1997, SANCHEZ 2008, THAIN 
2002, DAO 2011). Em agave encontramos três ortólogos de CHS. O ortólogo mais expresso 
foi ORTHOMCL112, em AF, AS e HI este ortólogo possuía, respectivamente, três, dois e três 
parálogos. Para AF, dois dos parálogos tiveram o mesmo comportamento, foram diferenciais 
entre folha contra caule/raiz, mas não entre caule e raiz. Já o terceiro parálogo apresentou 
Figura 14. Transcrição do eixo principal da via dos fenilpropanóides. (A)  ilustra o início da via 
(genes em comum em verde) e o ponto de bifurcação entre a via de síntese de flavonoides 
(em azul) e de síntese dos monômeros de lignina (em vermelho); (B) à (D) estão os 





comportamento oposto, foi mais expresso em folha e caule e não foi diferencial entre esses dois 
tecidos, mas foram encontradas diferenças significativas nas comparações com raiz. Os dois 
parálogos de AS apresentaram comportamentos opostos. Enquanto o transcrito mais expresso 
prevaleceu em raiz, sendo diferencial para os demais tecidos, o de menor expressão estava mais 
presente em folha, mas não foi diferencial em nenhuma condição. Os três parálogos de HI se 
comportaram da mesma maneira, todos foram mais expressos em raiz e apresentaram baixa 
transcrição nos demais tecidos, nas comparações par a par, apenas um parálogo foi diferencial 
entre todas as condições, os demais foram significativos na comparação folha contra raiz, mas 
diferentes nas comparações folhas vs caule e caule vs raiz.  
 O segundo passo da síntese dos flavonoides é a isomerização da chalcona em (2S)-
flavononas (e.g., naringenin e liquiritigenin) pela enzima Chalcona Isomerase (CHI). Esta 
enzima é encontrada apenas em plantas vasculares e não possui homologia com outras enzimas 
(JEZ 2000). Ao contrário de CHS, na maioria das plantas CHI é codificada por poucos genes 
(HOLTON 1995, CHU 2014). Em Agave foram encontrados 9 ortólogos de CHI, porém muitos 
estavam presentes apenas em um único genótipo. O único ortólogo que estava representado em 
todos os genótipos foi ORTHOMCL5841, em AF este ortólogo foi mais expresso em folha, 
sendo diferencial nas comparações contra folha, mas não entre caule e raiz. Nos demais 
genótipos, este ortólogo também foi mais expresso em folha, mas variaram em relação a caule 
e raiz. Em AS as diferenças foram significativas apenas na comparação folha contra raiz. Já o 
HI, o ortólogo estava diferencial em todas as comparações. Curiosamente o ortólogo mais 
expresso foi encontrado apenas no HI, embora ele tenha sido mais presente em folha e raiz, foi 
diferencial penas quando comparado folha e caule. 
 A partir deste ponto, a via se separa em vários ramos que resultam em diferentes classes 
de flavonoides. Flavona 3-hidrolase (F3H) catalisa a transformação das (2S)-flavononas em di-
hidroflavonols por meio da 3-beta-hidroxilação. Já para a síntese de antocianinas, a enzima di-
hidroflavonol redutase (DFR) reduz di-hidroflavonols a flavan-3,4-diols 
(Leucoanthocyaninas), que são convertidas pela Antocianidina sintase (ANS) a antocianidina. 
Glicose-flavonoide 3-O-glicosil transferase (UFGT) tem dupla atuação na biossíntese dos 
flavonoides, catalisa o passo final para a síntese das antocianinas e transforma flavonols em 
flavonols glicosídeos (HARBORNE 1994, BOHM 1998, DAO 2011, WINKEL-SHIRLEY 
2012). Os flavan-3,4-diols também podem ser convertidos a pro-antocianodininas pela 




 Os genes mais expressos da via de biossíntese de flavonoides foram F3H, ANS e UFGT 
e os de menor expressão foram DRF, LAR e FLS. F3H foi o gene mais expresso da via, estando 
mais presente em folha e raiz para todos os genótipos, AF e HI apresentaram maior expressão 
em folha. Neste tecido, o ponto seguinte da via em direção a produção de antocianinas está 
praticamente ausente, o que levanta a suspeita de que a planta está acumulando di-
hidroflavonols e, devido a FLS estar relativamente mais expresso que DRF, haja a síntese de 
flavonols e flavonols glycosides, considerando também a expressão de UFGT. Flavonols, como 
quercetina, kaempferol, apigenina e outras moléculas agliconas sintetizadas nos primeiros 
passos da via de biossíntese, inibem o transporte polar de auxina e, consequentemente, 
favorecem o acumulo deste fitormônio nos tecidos (PEER 2007, KUHN 2011, LEWIS 2011, 
FERREYRA 2012). Cabe ressaltar, que Santos 2015 reportou a presença de kaempferol em 
bagaço de Agave sisalana. De acordo com Winkel-Shirley 2012, flavonols glycosides tem papel 
na proteção contra radiação UV. Para os demais genes, LAR está mais expresso em raiz, 
principalmente em HI e AS, a biossíntese de pro-antocianodininas está relacionada com 




Figura 15. Transcrição da biossíntese de flavonoides. (A) ilustra a via de produção de flavonoides; (B) 





5.2.4.2. Biossíntese dos monômeros de lignina 
 A via de síntese dos monômeros de lignina S e G está representada na figura 16A, a 
transcrição de todas as enzimas relacionadas estão apresentadas nos gráficos subsequentes. Dos 
genes apresentados, cinnamoyl-CoA reductase (CCR), cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD) 
e Lacase (LAC) são os únicos que estão envolvidos na síntese dos três monômeros (S, G e H). 
Serão discutidas aqui as enzimas que determinam a formação de lignina como um todo e 
aquelas relativas ao desvio da via para síntese de lignina S. 
 A enzima Hydroxycinnamoyl-coenzyme A shikimate:quinate hydroxycinnamoyl-
transferase (HCT) catalisa o primeiro passo do ramo dos fenilpropanóides que leva a síntese 
dos monômeros de lignina S e G. HCT transforma p-comaroil CoA em p-comaroil shikimato. 
Estudos em Arabidopsis com mutantes silenciados para o gene HCT encontraram que na 
ausência deste gene as plantas apresentam fenótipo anão, baixos níveis de lignina S e 
superacumulação de flavonoides (HOFFMANN 2004, BESSEAU 2007, LI 2010). Esta enzima 
também pode atuar em outra etapa da biossíntese de lignina, transformando Caffeoyl shikimato 
em Caffeoyl CoA. Em Agave foram encontrados seis ortólogos de HCT, onde o 
ORTHOMCL3038 foi o mais expresso. Em AF este ortólogo foi diferencialmente expresso em 
raiz contra folha e caule, mas não entre folha e caule. Já em AS foram encontrados dois 
parálogos, um que não foi diferencialmente expresso e outro que foi diferencial nas mesmas 
condições encontradas em AF. Este ortólogo no HI apresentou o mesmo comportamento. De 
modo global, HCT está mais expresso em raiz. Em relação a CHS, HCT está muito mais 
expresso, indicando que há uma tendência da via dos fenilpropanóides para a síntese de ligninas.   
Uma enzima chave para a síntese de lignina S e G é Caffeoyl CoA 3-O-metiltransferase 
(CCoAOMT), esta enzima catalisa a primeira reação metiltransferase na via dos 
fenilpropanóides, sintetizando feruloyl CoA a partir de caffeoyl CoA. Em Arabidopsis foram 
encontrados sete genes CCoAOMT, entretanto, em apenas um gene (AtCCoAOMT1) foi 
confirmado a atuação na via. Em agave foram encontrados 5 ortólogos de CCoAOMT, todavia, 
um ortólogo foi mais expressivo que os demais (ORTHOMCL11035). Em AF e AS este 
ortólogo se comportou da mesma maneira, foi mais expresso em raiz, sendo diferencial entre 
folha/caule contra raiz, mas não folha e caule. Já para o HI, o ORTHOMCL11035 se comportou 
de modo diferente, foi menos expresso em caule e mais expresso em folha e raiz, de modo que 





Ferulato 5-hidroxilase (F5H/FAH1) também conhecido como Coniferaldeído 5-
hidroxilase é uma enzima fundamental para a síntese de ligina S. F5H converte coniferaldeído 
em hidroxi-coniferaldeído, numa reação essencialmente irreversível (Vanholme et al.2010b). 
Mutantes deficientes de F5H produzem ligninas praticamente compostas apenas de ligninas G, 
em contrapartida, a superexpressão deste gene leva a conteúdos altíssimos de unidades S 
(MEYER 1998, MARITA 1999). Em agave foi encontrado apenas um ortólogo de F5H, que 
apresentou o mesmo padrão de expressão em todos os genótipos, sendo mais presente em caule 
e raiz que em folha. Foram encontrados dois parálogos para AF e HI e apenas um para AS. 
Apesar de ambos os parálogos terem sido diferenciais em AF, um deles foi muito mais expresso 
e apresentou diferenças significativas entre todos os tecidos. Já para AS, seu único parálogo foi 
diferencial apenas entre folha e raiz. Em HI o parálogo de maior expressão foi diferencial entre 
todos os tecidos enquanto o de menor TPM não foi apenas entre folha e caule.  
Caffeic acid O-methyltransferase (COMT) é o segundo gene exclusivo da biossíntese 
das unidades S. COMT metila o grupo 5-hidroxil introduzido por F5H gerando sinapaldeído 
(FRASER 2011, VANHOLME 2012). Mutantes de Arabidopsis nocauteados para o gene 
COMT foram ausentes de ligninas S (GOUJON 2003), Vanholme 2010 ao silenciar COMT e 
superexpressar F5H em Arabidopsis verificou que, na ausência de COMT, CAD catalisa a 
conversão de 5-hidroxi-coniferaldeído a 5-hydroxyconiferalcohol, este monômero novo se 
comporta de modo idêntico aos monolignols canônicos, porém aumenta a acessibilidade da 
biomassa. Tanto F5H quanto COMT são alvos importantes de engenharia genética para 
diminuir recalcitrância. Em Agave foram encontrados três ortólogos de COMT que possuem 
comportamentos distintos (ORTHOMCL3740, ORTHOMCL11182 e ORTHOMCL8603; 
Figura 16G). Enquanto ORTHOMCL3740 e ORTHOMCL11182 foram mais expressos em 
caule e em raiz, ORTHOMCL8603 foi o ortólogo mais presente em folha. Para AF os três 
ortólogos foram diferenciais entre folha contra caule/raiz, mas não entre caule contra raiz. Já 
em AS os ortólogos foram diferencialmente expressos apenas na comparação folha e raiz. 
Quanto ao HI, os ortólogos foram diferenciais em todas as condições.  Ao analisar a expressão 
global deste gene, verificamos que entre os agaves o tecido de maior expressão é raiz e o de 
menor é folha. Contudo há diferença entre as espécies, o caule de AF tem maior expressão em 
relação aos demais e as raízes do híbrido também. A maior expressão no caule de AF fortalece 
a hipótese levantada nos itens 5.1.2 e 5.1.3 de que o caule desta espécie possui caules menos 
recalcitrantes pela maior presença de lignina S. Cabe ressaltar que o padrão encontrado em 




 Fazer predições sobre o comportamento de uma via complexa como a dos 
fenilpropanóides e atrelar seus transcritos ao fenótipo é uma tarefa difícil, pincipalmente em 
espécies como agave em que não há estudos prévios. Contudo, embora haja uma variação de 
alguns genes, é possível notar uma tendência em todos os genótipos de maior expressão da 
biossíntese de lignina em caule e, principalmente, em raiz. Este padrão é observado desde os 
primeiros genes da via dos fenilpropanóides (PAL, C4H, C3H) até os genes finais (CCR, CAD 









6. Fatores de Transcrição 
Muitos fatores de transcrição (transcription factors; TF) estão relacionados com os 
processos de formação de parede celular, síntese de flavonoides e mecanismos de resistência a 
estresses abióticos (FERREYRA 2012, HUSSEY 2013, JOSHI 2016). Isto ocorre porque os 
TFs representam chaves moleculares que orquestram a regulação dos processos de 
desenvolvimento vegetal em resposta as condições ambientais. Como esperado, altos números 
de classes de TF estavam diferencialmente expressos entre as amostras, aqui serão apresentados 
os mais abundantes e os que estão mais comumente relacionados com aos fenótipos de interesse 
deste trabalho.  
Dentre os principais fatores de transcrição estão os MYBs, estes TF são caracterizados 
pela presença de um domínio MYB que está relacionado com ligação ao DNA. O critério de 
classificação dessas proteínas é baseado no número de repetições de um motivo de 52 resíduos 
de aminoácidos em suas sequencias, podendo variar de um a quatro (DUBOS 2010). Em 
plantas, a maioria dos MYBs pertencem a subfamília R2R3-MYB, mais de 100 membros dessa 
subfamília já foram identificados, entre eles está o AtMYB46 e seu homólogo próximo, 
AtMYB83, ambos regulam positivamente os genes envolvidos na biossíntese de parede celular 
secundária (e.g., genes de biossíntese de celulose, hemiceluloses e ligninas), mutantes duplos 
de AtMYB46/83 apresentam falta da formação de parede celular secundária em vasos e fibras 
e grandes prejuízos no desenvolvimento resultando em morte (ZHONG 2007; KO 2009, 
MCCARTHY 2009, KO 2014). De modo a encontrar estes genes nos transcriptomas de Agave, 
foi feito uma análise de ortólogos (item 4.2.2.2.) utilizando sequencias de aminoácidos como 
iscas de sequencias de referência destes MYB depositadas no TAIR (The Arabidopsis 
Information Resource; https://www.arabidopsis.org/).  MYB46 e 83 formaram um único 
ortólogo com os agaves (Figura 17B), AF e HI apresentaram um parálogo para este gene 
enquanto foram encontrados três parálogos para AS. Em AF o transcrito só não foi diferencial 
na comparação caule contra raiz; não foram encontrados parálogos diferenciais em AS, já para 
o HI, o ortólogo foi diferencial apenas na comparação folha contra raiz. A expressão mais 
fortalecida no caule de AF poderia explicar os maiores teores de parede celular encontradas no 
item 5.1.2., para os demais genótipos a influência deste ortólogo não parece ser tão clara, mas 
em ambos os casos houve maior transcrição em caule que em folha. De acordo com Alvarenga 
Figura 16. Transcrição da biossíntese de lignina. (A) ilustra a via de produção de dos 
monômeros S e G de lignina; (B) à (J) estão os gráficos de expressão das famílias 




2012 o AS apresenta fibra de maior qualidade em comparação com o HI, além disso Medina 
1954 reporta que as fibras de AS possuem maior resistência a ruptura que AF (1.472g/m para 
AS enquanto 1.085g/m para AF), é provável que tais resultados possam ser reflexo da maior 
expressão MYB46/83 nas folhas de AS, tendo em vista que tais fatores atuam na deposição de 
parede celular secundaria. Os dados químicos apresentados no item 5.1.2 corroboram com está 
hipótese na medida que as folhas deste genótipo apresentam maiores teores de lignina que as 
demais (sendo diferenças significativas na comparação com AF e não na comparação com HI). 
O mesmo procedimento utilizado para a detecção dos MYB46/83 foi realizado para encontrar 
os MYBs que modulam a biossíntese de flavonoides (AtMYB11/12/111; FERREYRA 2012), 
porém não foram encontrados ortólogos para estres fatores, o que evidencia que ou estas plantas 
não regulam a produção de flavonoides por meio dos MYB11/12/111 ou a via não está sendo 
favorecida no sentido de produção destas moléculas, explicando parcialmente o que 
encontramos no item 5.2.4..   
De modo geral, foram encontrados muitos ortólogos de MYB diferencialmente 
expressos (Figura 17A). Dentre os 64 encontrados, o de maior destaque foi 
ORTHOMCL11775, este ortólogo apresentou transcrições altíssimas e apenas um parálogo 
para cada genótipo, foi também o ressonável por moldar o padrão de expressão encontrado na 
figura 17A. Em AF este ortólogo foi diferencial nas comparações envolvendo folha, mas não 
na comparação caule contra raiz, para AS este ortólogo não foi diferencial, já no HI ele foi 
diferencial apenas na comparação folha contra caule.  De modo geral, os MYBs foram mais 
expressos em folha em todos os genótipos. Para os demais tecidos houve diferenças entre os 
genótipos, enquanto em AF quase não houve diferença entre caule e raiz, AS teve maior 
expressão em caule e o HI maior em raiz. Não foi possível atrelar função imediata ao 
ORTHOMCL11775 o que deixa claro o quanto ainda há para se descobrir em Agave.  
Outros dois fatores de transcrição que regulam a formação de parede celular são WRKY 
e NAC. O nome da família WRKY é derivado da característica mais representativa destas 
proteínas, seu domínio altamente conservado WRKY. Estes TF apresentam alta afinidade de 
ligação a sequencia motivo de DNA (C/T)TGAC(T/C) conhecida como W box (ULKER 2004). 
Em Arabidopsis foram descritos 74 membros da família WRKY, em Arroz foram encontrados 
90 (EULGEM 2000, ULKER 2004). Em agave encontramos 42 ortólogos de WRKY 
diferencialmente expressos (Figura 17C). Membros da família WRKY também estão 
envolvidos na regulação da via dos fenilpropanóides, alguns trabalhos demonstraram que 
mutações nos fatores de transcrição WRKY estão associadas ao aumento da biomassa e sua 
superexpressão fortalece resistência ao estresse. Salazar 2014, observou que alguns WRKY TF 




Agave entre os WRKY mais expressos não foram encontrados transcritos com os padrões 
semelhantes aos descritos no item anterior. O AF apresentou a maior expressão global destes 
genes, sendo que há maior expressão em folha e menor em raiz. Os demais genótipos tiveram 
expressões globais semelhantes, alterando apenas a expressão dos tecidos caule e raiz. Para AS 
o tecido menos expresso foi raiz enquanto para HI foi caule. Salazar 2013 também relatou que 
padrões de expressões semelhantes entre MYB e WRKY, este comportamento foi encontrado 
em nossas amostras. 
Os fatores de transcrição NAC são a maior família de TF específicos de plantas. Através 
de sequenciamento genômico, foram identificados 152 membros dessa família em soja, 152 em 
milho, 151 em arroz, 117 em Arabidopsis e 74 em uva (SHAO 215). NACs possuem papel 
importante tanto na formação de parede celular quanto nas respostas aos estresses ambientais 
(PURANIK 2012, SHAO 2015). Hong 2016 reportou que viários destes TF são expressos aos 
primeiros sinais de estresse osmótico ou hídrico. Estudos feitos por transgenia em 
Arabidopsis reportaram que fatores NAC podem regular um amplo espectro de genes 
formadores de parede celular secundária, inclusive fatores de transcrição MYB, indicando que 
NAC poderia ser um regulador central da síntese de parede celular (NAKANO 2015, GOLFIER 
2017). Entre eles se destacam os fatores VASCULAR-RELATED NAC-DOMAIN 1-7 (VND1-
7) e seu grupo irmão NAC SECONDARY WALL THICKENING PRO- MOTING FACTOR 1-3 
(NST1-3). Dentre os TF formadores de parede celular secundária existe uma hierarquia, onde 
no primeiro nível há atuação de VND e NST e no segundo nível a atuação dos MYBs, 
especialmente MYB46 e MYB83. Enquanto VND1-7 regulam deposição em xilema, os NST 
atuam em fibras, com destaque para NST1 e NST3 (NAKANO 2015).  
De modo semelhante ao feito para os MYB46/83 e MYB11/12/111, foi feita uma análise 
de ortólogos para VND1-7 e NST1-3 utilizando como sequencias de referência os dados de 
proteínas depositados no TAIR. Dos 10 NAC TF submetidos a análise, apenas VND1, VND2, 
VND6, NST1 e NST2 formaram grupos com os transcriptomas de Agave. A medida que VND 
1 e VND 2 formaram um único ortólogo, NST1 e NST2 formaram outro e VND6 não foi 
agrupado com nenhuma outra referência. VND1/2 apresentaram um único transcrito 
representante para AS e HI e está ausente em AF (Figura 17E). Em AS este gene foi diferencial 
nas comparações com folha, mas não entre caule e raiz. Em HI foi encontrado o mesmo 
comportamento que em AS, contudo para HI o caule apresenta maior expressão que raiz 
enquanto em AS o contrário é observado. Em ambos genótipos, a expressão de VND1/2 foi 
mínima em folha, sendo próxima ou igual a zero. VND6 apresentou maior expressão que 
VND1/2 em todos os genótipos, porém não foram encontradas diferenças significativas em 




17F), nota-se que, de modo semelhante ao MYB46/83, VND6 está mais expresso em nas folhas 
do AS. De acordo com Nakano 2015, VND6 atua especificamente no xilema, fibras de xilema 
são irregulares e compostas por paredes finas que se quebram durante o processamento 
industrial (MEDINA 1954, BISANDA 1992), é possível que a maior qualidade da fibra de AS 
também esteja relacionada com maior deposição de parede celular secundaria nas fibras de 
xilema potencialmente induzida por VND6. 
Quanto ao gene NST1/2 (Figura 17G), foram encontras diferenças significativas. Em 
AF este gene foi diferencial nas comparações com folha, mas não entre caule e raiz. AS foi o 
único genótipo que apresentou dois parálogos de NST1/2, um deles foi diferencial apenas entre 
folha e raiz, enquanto o outro foi diferencialmente expresso somente nas comparações com raiz. 
Em HI as comparações folha v.s. raiz e caule v.s. raiz também foram diferencias. Ao comparar 
os genótipos encontramos diferenças notáveis, a expressão em todos os genótipos foi mais 
intensa nos caules e raízes, tecidos conhecidos por serem mais fibrosos e responsáveis pela 
sustentação da planta. Em AF o tecido mais expresso foi caule, já em AS e HI a expressão foi 
maior em raiz. Assim como visto para VND1/2, os genótipos apresentaram pouca ou nenhuma 
expressão de NST1/2 em folhas. 
No total foram encontrados 39 ortólogos NAC diferencialmente expressos em Agave 
(Figura 17D). O ortólogo mais expresso (ORTHOMCL17110) estava presente apenas em AF e 
AS, sendo diferencial nas comparações com raiz, mas não entre caule e folha, já para AS este 
transcrito não foi diferencial.  Este ortólogo foi anotado como sendo proteína NAC 48 
(ANAC048), entretanto só há disponível na literatura um trabalho sobre este gene, relatando a 
sua presença em folhas senescentes de Arabidopsis (PODZIMSKA-SROKA 2015). Para os 
dois agaves, ANAC48 estava mais expresso em caule. Ao analisar a expressão global de NAC, 
encontramos os mesmos padrões para todas as espécies, menor expressão em folhas e maior em 
raiz. Independente da presença do ORTHOMCL17110, a expressão foi maior no AF e menor 
no HI. 
Outra grande família de fatores de transcrição são os Ethylene Response Element binding 
Factors (ERF), caracterizados por um domínio bem conservado que se liga a GCC box (SONG 
2013, RASHID 2012, JOSHI 2016). ERF TF tem diversos papeis em funções biológicas, como 
na divisão celular, no desenvolvimento vegetativo e reprodutivo, em resposta hormonal e em 
resposta a estresses bióticos e abióticos (SHARONI 2011, XU 2011, JOSHI 2016). Foram 
identificados nesta família 145, 178 e 200 membros em Arabidopsis, sorgo e Populus, 
respectivamente (RIEHMANN 1998, SRIVASTAV 2010, ZHUANG 2008). Esta família é 
dividida com base em números de domínios e similaridade em quatro subgrupos: AP2 (Apetala 




(SHARONI 2011, RASHID 2012). Os DREBs serão analisados separadamente. Em agave 
foram encontrados 55 ortólogos diferenciais, de modo geral a expressão estava forte em todos 
os genótipos. AS e HI apresentaram expressão global semelhante, sendo folha o tecido maior 
abundancia de ERF e caule e raiz com transcrições semelhantes. Em AF o tecido mais expresso 
foi caule e o menor raiz. Um dos ortólogos mais expressos foi anotado como sendo Ethylene-
responsive transcription factor 7 (ERF7), este ortólogo (ORTHOMCL9451) possuía um 
transcrito representante para cada genótipo e apresentou o mesmo padrão de expressão em todos 
genótipos, porém foi observada maior transcrição no HI e menor no AF. Para AF o ortólogo foi 
diferencial entre todos os tecidos, AS apresentou diferenças significativas apenas na 
comparação entre folha e raiz, já HI foi estaticamente igual entre caule e raiz, mas diferencial 
nas demais condições. ERF7 está envolvido na regulação da expressão gênica por ácido 
abscísico, fatores de estresse e por componentes de vias de transdução de sinal de estresse 
(OHTA 2001, SONG 2005). Em Arabdopsis mutantes superexpressando ERF7 mostram 
sensibilidade reduzida ao ABA nas células-guarda e aumento da perda de água por transpiração, 
ERF7 parece ser regulado por PKS3 e fazer parte de um complexo repressor de transcrição 
(SONG 2005), entretanto, por regular abertura e fechamento de estômato, não há como estipular 
as consequências deste gene para plantas CAM.  
 
 
6.1.  DREB, ABA e Heat Shock Proteins 
Entre os fatores de transcrição relacionados a estresse abiótico as proteínas DREB são 
as mais estudadas. A maioria destas proteínas se ligam a dehydration-responsive element (DRE) 
que foi inicialmente identificado no promotor do gene RD29A responsivo à seca 
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI 1994). Em Arabidospsis são encontrados 56 membros dessa 
subfamília de ERF (LATA 2011).  Para os agaves foram encontrados 16 ortólogos 
Figura 17. Transcrição dos principais fatores de transcrição representados em gráficos de expressão das 




diferencialmente expressos.  Para AF e HI a grande maioria dos loci foram mais expressos em 
raiz, contudo, ao observar a expressão global, percebe-se que embora haja menos genes mais 
expressos em folha, a expressão dos que restam é mais intensa. O ortólogo de DREB mais 
expresso é ORTHOMCL17846 e está presente em AF e AS. Em AF este gene é diferencial nas 
comparações com folha, mas não entre caule e raiz, já para AS apresentou diferenças 
significativas apenas na comparação folha e raiz. A indução de transcritos de DREB é tecido-
específica e proporcional à extensão do estresse. Por exemplo, Li 2005 reportou que, dentre três 
DREBs de soja, dois foram mais expressos em folhas durante a exposição ao frio, seca e estresse 
salino enquanto o terceiro foi mais expresso em raiz após receber seca, estresse salino e ABA 
como tratamento. A expressão global também revelou que DREB está mais presente nas folhas 
de AS e que os fatores de transcrição relacionados ao estresse, como MYB, WRKY e DREB, 
são menos expressos em HI, o que sugere que este genótipo possa ter mecanismos diferentes 
de resposta aos estresses ambientais.  
Como visto anteriormente pelas análises de enriquecimento (item 5.2.1.), a categoria 
resposta a ABA foi mais frequente nas folhas do AS. A biossíntese de ABA é mediada por 
muitas proteínas, entre elas se destacam ABA1, ABA2 e ABA3. ABA1 também conhecido 
como zeaxanthin epoxidase (ZEP), catalisa o primeiro passo da via de síntese deste hormônio, 
transformando no plastídio a zeatina  em trans-violaxitina, outro passo importante da 
biossíntese é catalisado pelo gene ABA2, segundo gene a ser identificado na rota de ABA, este 
gene já no citosol converte xantoxal em ABA-aldeído, a conversão deste substrato em ABA é 
mediada pelo gene ABA3 (SEO 2002, SCHWARTZ 1997). Em Agave ABA1, ABA2 e ABA3 
apresentaram, respectivamente, 4, 5 e 5 ortólogos. Com exceção de ABA3, os demais genes 
foram mais expressos nas folhas do AS, confirmando a GO anteriormente identificada e 
levantando a hipótese de que a maior transcrição de DREB neste tecido esteja relacionado aos 
TF dessa categoria responsivos a ABA. Cabe ressaltar que ao analisar o gene codificante de 
ABA 8'-hidroxilase (figura 19E), não foi encontrada expressão elevada nas folhas de AS, o que 
sugere este hormônio não está sendo tão degradado neste tecido. Foram encontrados 4 ortólogos 
de ABA 8'-hidroxilase, sendo que o ortólogo mais expresso foi mais presente e diferencial em 
raiz em todas as espécies. 
Os fatores de transcrição DREB também podem atuar na resposta ao calor. Entre eles o 
mais estudado para esse tipo de resposta é o DREB2A, independente de ABA, que atua 
modulando a expressão de Heat Shock Factors (HSF), como HsfA1 e HsfA3, que por sua vez 
regulam positivamente Heat Shock Proteins (HSP) (LATA 2011, GUO 2016, HUANG 2016, 
AGARWAL 2017). Em Arabidopsis são encontrados 21 genes que codificam HSF, em tomate 




2016). Comparado com as demais plantas, as famílias gênicas de HSF em Arabidopsis e tomate 
são consideradas pequenas (GUO 2016), em agave encontramos 15 ortólogos de HSF 
diferencialmente expressos. O ortólogo mais expresso de HSF, ORTHOMCL11473, estava 
mais presente em AF e HI, porém em todos os genótipos o ortólogo apresentou comportamento 
semelhante. Em AF e AS foi diferencial nas comparações com folha e não diferencial entre 
caule e raiz, já em HI foi diferencialmente expresso em todas as condições. O 
ORTHOMCL11473 foi anotado como Heat Shock Transcription Factor B3 (HSFB3), 
entretanto este gene ainda não foi molecularmente caracterizado. Outro ortólogo de destaque 
foi ORTHOMCL3327, este ortólogo estava mais presente no HI e foi o segundo mais expresso 
em AF e HI, especialmente em caules. AS foi o único que apresentou dois parálogos para este 
ortólogo, entretanto eles apresentaram expressão tímida e não foram diferenciais. Já em AF e 
HI ORTHOMCL3327 foi diferencialmente expresso entre todas condições. A anotação 
classificou este ortólogo como Heat Shock Transcription Factor C1 (HSFC1), mas este gene 
também não foi até o momento caracterizado.  
HSP são um grupo de proteínas conhecidas por serem induzidas por estresse de alta 
temperatura, mas também em resposta a uma ampla gama de outros fatores abióticos, como 
déficit hídrico, estresses osmótico, frio e oxidativo ou presença de metais pesados ou toxinas 
(VIERLING 1991, WANG 2004, AL-WHAIBI 2011). Em plantas estas proteínas são 
agrupadas em cinco classes de acordo com seu peso molecular aproximado: (1) Hsp100, (2) 
Hsp90, (3) Hsp70, (4) Hsp60 e (5) Small Heat Shock Proteins (sHSP). De modo geral, estas 
proteínas assumem papel importante no restabelecimento da homeostase celular, 
desempenhando funções relacionadas na resolução de problemas de enovelamento e agregação 
e atuando como chaperonas (WANG 2004, AL-WHAIBI 2011). Em agave foi encontrado um 
número elevado de HSP diferencialmente expressas, em AF foram encontradas 98, em AS 119 
e 104 em HI. Por conta disto estas proteínas foram analisadas separadamente por espécie 
(Figura 19G-I) e, por fim, os ortólogos dos 4 transcritos mais expressos de cada espécie foram 
analisados em conjunto (Figura 19J). Em todas as espécies as HSP foram mais expressas em 
caule e raiz que em folha. AF e AS apresentaram padrão de expressão semelhante e maior 
expressão em raiz, já em HI o tecido mais expresso foi caule. A análise em conjunto dos 
ortólogos mais expressos relevou 9 ortólogos, sendo que AF e AS apresentaram um gene órfão 
cada. Cada genótipo, apresentou um ortólogo diferente mais expresso, que foi de relativamente 
baixo em expressão nos demais. Para AF o ortólogo mais expresso foi o ORTHOMCL69, 
anotado como Heat shock cognate 70 kDa protein. Em AF foram encontrados quatro parálogos 
todos se comportando da mesma maneira, em AS foram encontrados três e em HI dois. O 




parálogo que foi anotado como Heat shock cognate 70 kDa protein 2. Em AF não foram 
encontradas diferenças significativas para o ORTHOMCL10949, já em AS houve diferenças 
estatisticamente relevantes somente entre folha e raiz e em HI somente entre caule e raiz. O 
ortólogo mais expresso no HI foi ORTHOMCL12838, cada genótipo apresentou apenas um 
parálogo, a anotação classificou este ortólogo como sendo Cytosolic class I small heat shock 
protein type 1.  A expressão global das HSP, novamente, evidencia que HI pode ter mecanismos 
de resposta diferentes das demais plantas, já que tanto AS quando AF mais expressam Hsp70 
enquanto HI prefere sHSP. Além disso o padrão de expressão encontrado no HI sugere que o 
ORTHOMCL12838 seja regulado por HSFC1. 
 
  
Figura 18. Transcrição das famílias gênicas de DREB, HSF, genes de síntese e degradação 





7. CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÃO 
 A seca é um dos mais importantes fatores ambientais prejudiciais ao crescimento e 
desenvolvimento vegetal, impactando diretamente a produtividade agrícola. Em agave, a 
influência da seca é tão grande que praticamente todos os processos da planta tem funções 
secundarias que atuam em resposta ao estresse, desde carboidratos de reserva, mecanismos 
fotossintéticos a componentes da parede celular, é provável que o sucesso dos agaves no 
semiárido se deve a essas funções acessórias. Como é observado rotineiramente em 
experimentos com transgenia, a superexpressão de genes de resistência geralmente atingem 
resultados positivos, porém os transformantes apresentam menor desempenho agronômico. O 
segredo dos agaves para a produção de grande biomassa em áreas de baixa pluviosidade está 
no acumulo de pequenas adaptações que não desprendem de muitos recursos, melhorando assim 
sua eficiência e resistência aos estresses abióticos. Neste trabalho, conseguimos identificar 
alvos potenciais para engenharia genética e concluímos que: 
(I) Foram obtidos os primeiros atlas transcriptômicos de Agave foucroydes, Agave 
sisalana e do Híbrido 11648 (A. amaniensis x A. angustifolia), identificando os 
principais genes relacionados a formação de biomassa e fatores de transcrição; 
(II) Calose pode ter um papel importante para os agaves, possivelmente atuando na 
sustentação destas plantas compensando os baixos teores de lignina; 
(III) As diferenças encontradas quanto a recalcitrância das biomassas não está tão 
relacionada a composição química parcial, mas possivelmente com a razão S/G;  
(IV) Os agaves parecem valorizar a síntese de lignina S; 
(V) As raízes dos agaves parecem ser um bom tecido para a bioprospecção de genes 
de resistência;   
(VI) O Híbrido 11648 parece ter mecanismos de regulação gênica diferentes dos 
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